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I. La maladie de Huntington 

A. Historique 

George Huntington, jeune médecin américain, signala pour la première fois en 1872 des cas 

de « chorée » en référence aux mouvements incontrôlés des patients ressemblant à une 

danse (Huntington, 2003). Il remarqua également que cette pathologie était restreinte à 

certaines familles, c’est pourquoi il la nomma « chorée héréditaire ». Il décrivit avec une 

grande précision le comportement de ses patients qui souffraient de manière graduelle 

jusqu’à ce que l’ensemble des muscles volontaires soit soumis à des spasmes violents. 

L’apparition des symptômes était tardive, autour de 30 à 40 ans et aucun traitement ne 

pouvait apporter une quelconque amélioration. Le Dr. Huntington souligna également l’état 

psychologique de ses patients qui présentaient un état de démence pouvant les pousser 

jusqu’au suicide. Bien qu’il fut le premier à décrire de manière très précise cette pathologie, 

ce qui lui valut d’en être le docteur éponyme, d’autres personnes souffrant de troubles 

similaires avaient été, environ deux siècles avant, répertoriées (Bhattacharyya, 2016). La 

maladie n’étant pas connue à cette époque, elles furent jugées comme possédées par le 

diable et brûlées sur la place publique à cause de leur comportement étrange et de leurs 

mouvements anormaux.  

C’est seulement en 1993 que le gène responsable de la maladie de Huntington (MH) fut isolé 

sur le chromosome 4 par une collaboration de 58 chercheurs (MacDonald et al., 1993). Les 

équipes observèrent ainsi pour la première fois l’expansion de codons CAG dans le gène IT15 

(Interesting Transcript 15) codant pour une protéine de 350kDa baptisée huntingtine (HTT). 

Elles remarquèrent alors que les personnes possédant plus de 41 répétitions CAG sur un des 

deux allèles contractent cette pathologie avec une pénétrance complète (MacDonald et al., 

1993). A l’inverse, celles présentant un nombre de répétitions CAG inférieur à 35 n’ont pas 

de risque de développer la MH (Rubinsztein et al., 1996). Entre 36 et 40 CAG, la pénétrance 

est réduite et d’autres facteurs environnementaux et génétiques entrent en considération 

(McNeil et al., 1997). De manière intéressante, il existe une forte corrélation entre le 

nombre de répétitions CAG et l’âge d’apparition de la maladie (Duyao et al., 1993; Stine et 

al., 1993). En effet, plus ce nombre est grand, plus la pathologie se déclare tôt comme on 

peut le voir sur la figure 1. En revanche, le nombre de CAG n’a pas d’impact sur la durée de 
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la MH, qui s’étale en moyenne sur 15 ans depuis l’apparition des premiers symptômes 

jusqu’au décès du patient (Finkbeiner, 2011).  

  

Figure 1 : Rôle des répétitions CAG dans la physiopathologie de la maladie de Huntington. 
Courbe rouge : Corrélation entre le nombre de répétitions CAG et l’âge d’apparition de la maladie. Courbe 
bleu : Corrélation entre le nombre de répétitions CAG et la durée de la maladie, de l’apparition jusqu’au décès 
du patient, (adaptée de Finkbeiner, 2011).  

De plus, les chercheurs remarquèrent qu’à partir de 28 répétitions CAG, une instabilité 

génétique lors de la réplication de l’ADN conduit à une augmentation de ce nombre de 

trinucléotides (Ranen et al., 1995; Trottier et al., 1994). Ce phénomène survient à une 

fréquence plus élevée lors de la spermatogenèse que lors de l’oogenèse, ce qui explique que 

cette pathologie soit principalement transmise par le père. Cela justifie également 

l’apparition de nouveaux cas de MH dans une famille sans antécédent, mais dans laquelle on 

retrouve, le plus souvent du côté paternel, un allèle portant un nombre de répétitions CAG à 

la limite du seuil pathologique (entre 28 et 35). Cette instabilité génétique permet de 

comprendre l’augmentation de ce nombre de trinucléotides de génération en génération, 

entraînant l’apparition d’une forme précoce de la pathologie : la maladie de Huntington 

juvénile (MHJ) (Telenius et al., 1993). Contrairement à ce que pensait initialement le Dr. 

Georges Huntington, la MH peut également toucher les enfants (Milunsky et al., 2003; 

Nicolas et al., 2011; Telenius et al., 1993). La MHJ est caractérisée par une apparition des 

symptômes avant l’âge de 20 ans et un nombre de répétitions CAG pouvant varier de 60 à 

250.  

Depuis la découverte du gène IT15 (renommé ensuite HTT) en 1993, il est désormais possible 

de réaliser un test génétique permettant de connaître le nombre de répétitions CAG 
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(Nopoulos, 2016). La MH étant une maladie autosomique dominante, lorsqu’un parent est 

atteint de la MH, l’enfant à 50% de risque d’hériter de la maladie. Cependant, seules 5 à 10% 

des personnes à risque choisissent de faire ce test qui doit être encadré par des généticiens, 

des neurologues et également des psychologues.  

B. Epidémiologie 

La MH touche autant les hommes que les femmes et est retrouvée dans toutes les 

populations avec cependant une fréquence beaucoup plus faible dans les pays asiatiques 

(Pringsheim et al., 2012). En effet, la prévalence en Asie est de 0,4 pour 100 000 contre 5 à 6 

pour 100 000 pour les peuples d’origine caucasienne. Cette diversité entre ethnies s’explique 

par des différences génétiques au niveau du locus HTT (Kay et al., 2014a). Par exemple, la 

majorité des asiatiques portent environ 17,6 répétitions CAG alors que les descendants 

européens en présentent une de plus en moyenne. Cela semble indiquer qu’une population 

possédant une expansion de CAG plus grande augmente le risque de mutation pouvant 

conduire à la MH. De la même façon, les personnes d’origine africaine possèdent entre 16,9 

et 17,4 CAG, ce qui corrèle avec une prévalence très faible de la MH sur ce continent.  

C. Symptômes  

La MH est une pathologie complexe, qui se traduit par des troubles moteurs, cognitifs et 

comportementaux. Il est important de noter que les symptômes peuvent varier d’un patient 

à un autre, même au sein d’une même famille.  

1. Troubles moteurs 

Il existe deux grandes catégories de troubles moteurs dont les patients sont atteints : une 

augmentation des mouvements involontaires, comme la chorée, et une diminution des 

mouvements volontaires, comme un manque de coordination des membres (Novak et 

Tabrizi, 2011). En général, les premiers symptômes perçus par le patient ou son entourage 

sont les mouvements choréiques. Au fur et à mesure que la maladie progresse, ces 

mouvements involontaires ont tendance à diminuer pour laisser place à une dystonie, c’est-

à-dire une contraction musculaire intense et involontaire, ainsi qu’à une rigidité musculaire 

et une bradykinésie (ralentissement des mouvements volontaires). Cette évolution doit bien 

évidemment être prise en considération pour adapter le traitement, comme nous le verrons 
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par la suite. Certains patients souffrent aussi de tics et d’acathésie, ce qui désigne 

l’incapacité à rester assis.  

2. Troubles cognitifs 

Les patients atteints de la MH présentent aussi des démences sous-corticales, à un degré 

variable d’un individu à un autre (Sellal, 1996). Ces troubles cognitifs se caractérisent par des 

pertes de mémoire, une lenteur intellectuelle et des difficultés à se concentrer, à réaliser 

plusieurs tâches simultanément, à planifier et à organiser leurs activités (Lawrence et al., 

1996). La perception spatio-temporelle des malades est également altérée, conduisant à des 

erreurs d’appréciation de l’environnement et notamment des émotions de leur entourage 

(Sprengelmeyer et al., 1996).  

3. Troubles comportementaux 

En plus des symptômes moteurs et cognitifs, les patients souffrent très souvent de 

dépression accompagnée parfois de pensées suicidaires (Novak et Tabrizi, 2011). En effet, ils 

sont souvent plus anxieux, irritables et apathiques. Leur comportement et leur personnalité 

changent et cela s’aggrave généralement au cours de la pathologie. Ces problèmes 

comportementaux et psychiatriques sont souvent les plus difficiles à supporter pour les 

patients et leur entourage, déclenchant la nécessité d’une hospitalisation (van Duijn et al., 

2007).  

4. Autres symptômes 

Les patients atteints de la MH souffrent d’autres problèmes périphériques. Ils subissent par 

exemple une importante perte de poids, une atrophie des muscles squelettiques et des 

testicules et présentent divers problèmes cardiaques et de l’ostéoporose. L’origine de ces 

symptômes n’est pas encore bien déterminée. En effet, ces derniers découleraient soit 

directement de la neurodégénérescence, soit de l’action de la protéine mutée dans les 

cellules musculaires squelettiques et cardiaques notamment (van der Burg et al., 2009). Ces 

deux hypothèses seront étudiées plus précisément dans les parties D.3. et 4. qui traitent des 

fonctions de la huntingtine sauvage et mutée. Le sommeil est lui aussi impacté, 

principalement à cause de l’anxiété et des mouvements incontrôlés (Novak et Tabrizi, 2011). 

Les patients ont également des difficultés à communiquer et à déglutir ce qui leur pose des 

problèmes pour s’alimenter. Le décès survient généralement à cause d’une défaillance 
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cardiaque ou d’une pneumonie par aspiration, une affectation caractérisée par un reflux 

gastrique dans les bronches (Gil et Rego, 2008).  

 

D. Physiopathologie 

1. Neuropathologie  

La MH se caractérise principalement par une dégénérescence du striatum, une structure 

nerveuse sous-corticale composée du noyau caudé et du putamen, et du striatum ventral 

(Lanciego et al., 2012). Le striatum fait partie des ganglions de la base (GB), également 

appelés noyaux gris centraux. L’organisation des GB, illustrée figure 2, regroupe :   

- Le striatum dorsal (Noyau Caudé (CN) et Putamen (Put))  

- Le striatum ventral (noyau Accumbens (Acb) et tubercules olfactifs) 

- Le pallidum (Globus Pallidus interne et externe (GPi et GPe)) 

- La Substance Noire pars compacta (SNc) et pars reticula (SNr) 

- Le Noyau Sous-Thalamique (STN) 

 

 

Figure 2 : Coupe sagittale d’un cerveau de singe montrant la localisation des composants 
majeurs des ganglions de la base. 
CN : Noyau Caudé ; Put : Putamen ; Acb : noyau Accumbens ; GPe : Globus Pallidus externe ; GPi : Globus 
Pallidus interne ; STN : Noyau Sous-Thalamique ; SNc : Substance Noire pars compacta ; SNr : Substance Noire 
pars reticula, (Lanciego et al., 2012). 
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Les GB sont cruciaux pour réaliser les tâches motrices, pour initier les mouvements, mais 

également pour l’apprentissage, la mémoire, le comportement et les émotions. En effet, ils 

sont impliqués dans des boucles fonctionnelles très importantes, notamment les circuits 

moteurs « directs » et « indirects ». Comme on le voit sur la figure 3, la voie directe va 

activer le striatum qui va inhiber fortement le GPi. Cela va donc induire une diminution de 

l’inhibition du thalamus, et donc une augmentation de la stimulation des neurones thalamo-

corticaux. Ainsi, l’activation de la voie directe induit un mécanisme de rétrocontrôle positif, 

alors qu’à l’inverse, l’activation de la voie indirecte entraine, via un mécanisme plus 

complexe, une boucle de rétrocontrôle négative. La compréhension de ces circuits permet 

donc d’appréhender les problèmes moteurs rencontrés chez les patients atteints de la MH. 

En effet, ces patients souffrent d’une dégénérescence du striatum, et plus particulièrement 

des neurones épineux moyen (MSN pour Medium Spiny Neurons) qui représentent 90 à 95% 

de la population neuronale du striatum (Singh-Bains et al., 2016). La mort de ces neurones 

GABAergiques, donc inhibiteurs, entraîne une activation aberrante des GB, induisant donc 

des mouvements incontrôlés.   

 

Figure 3 : Schéma représentant les voies « directes » et « indirectes ». 
GPe : Globus Pallidus externe ; GPi : Globus Pallidus interne ; STN : Noyau Sous-Thalamique ; (Singh-Bains et al., 
2016). 

D’autre part, en plus de la dégénérescence des neurones du striatum et du cortex, on 

observe également une activation de la microglie, qui reflète la neuroinflammation présente 

dans les cerveaux de patients MH (Sapp et al., 2001 ; Vonsattel et al., 1985). 
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Depuis le début du XXème siècle où Anton avait fait le lien entre l’atrophie du striatum et les 

mouvements choréiques (Margaret M. Esiri et James H. Morris, 1997), un grand nombre 

d’équipe s’est attelé à connaître l’étendue des dommages afin de comprendre cette 

pathologie. De nombreuses études se contredisent et certaines rapportent également une 

atteinte de l’hypothalamus, de l’hippocampe, de l’amygdale, de la substance noire voire 

même du cervelet (Rüb et al., 2016 ; Vonsattel et al., 2012). Ces divergences s’expliquent par 

le fait que, tout comme les symptômes varient d’un individu à l’autre, les zones impactées 

diffèrent d’un cerveau à l’autre. Cela dépend du stade d’avancement de la maladie au 

moment de la mort du patient, de l’âge d’apparition des premiers symptômes et de la 

survenue du décès, du nombre de répétitions CAG et probablement d’autres facteurs encore 

méconnus. 

En 1985, Vonsattel et al. a établi une échelle de sévérité de la pathologie divisée en 5 grades 

(de 0 à 4) en se basant sur des examens microscopiques et macroscopiques de cerveaux de 

personnes atteintes de la MH (Vonsattel et al., 1985). Le stade 0 ne montre aucune anomalie 

microscopique bien que la MH ait été diagnostiquée, alors que le stade 4 signifie que 95% 

des neurones du noyau caudé ont été perdus. Comme le montre la figure 4, le processus de 

neurodégénérescence affecte initialement le striatum et le cortex, jusqu’à endommager 

l’ensemble du cerveau.  

 

Figure 4 : Sections coronales de cerveaux provenant de différentes personnes. 
A. Homme sain de 43 ans, poids du cerveau (PC) : 1412,4g. B. Homme de 24 ans qui a développé la maladie à 
13 ans, avec 70 et 20 répétitions CAG, PC : 1167,9g, stade 3. C. Homme de 53 ans qui a développé la MH à 36 
ans, avec 46 et 17 CAG, PC : 1141,6g stade 3. D. Homme de 56 ans, avec 49 et 22 CAG, qui a développé la MH 
depuis plus de 40 ans, PC : 832,1g, stade 4, (adaptée de Vonsattel et al., 2012).  
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Les ventricules latéraux sont également élargis, et tout cela se répercute sur le poids global 

du cerveau, qui doit être aux alentours de 1350g pour un individu sain et qui est très 

largement diminué chez les patients en stade final (Vonsattel et al., 2012). 

 

2. Le gène HTT  

Comme précédemment décrit dans l’introduction, le gène responsable de la MH, 

préalablement nommé IT15 et rebaptisé HTT pour la protéine qu’il code, est localisé sur le 

chromosome 4. Il couvre 180 kb et est composé de 67 exons, dont le premier contient les 

répétitions CAG (Ambrose et al., 1994), comme schématisé dans la figure 5.  

 

Figure 5 : Schéma représentant le gène IT15 ou HTT codant pour la huntingtine. 
Les rectangles verticaux correspondent à des exons alors que les traits symbolisent des introns. L’expansion de 
CAG, ou « CAG tract », se situe dans l’exon 1. Les séquences génomiques en amont et en aval sont également 
schématisées avec les régions 5’ et 3’ UTR (untranslated region), (adaptée de Pouladi et al., 2013). 

 

Deux transcrits majoritaires sont retrouvés : un large transcrit de 13,7 kb prédominant dans 

le cerveau, et un transcrit plus court de 10,3 kb retrouvé dans les autres tissus comme le 

cœur, les muscles, le foie et les poumons. Ces deux transcrits majoritaires ne varient que par 

leur région 3’UTR (Ambrose et al., 1994 ; Lin et al., 1993) et donnent donc naissance à une 

même protéine de 348 kDa (MacDonald et al., 1993), la huntingtine, dont la fonction exacte 

reste encore méconnue. Le triplet CAG code pour la glutamine, ainsi la forme mutée de HTT 

(muHTT) contient une expansion de polyglutamine.  

La MH fait donc partie des maladies par expansion de polyglutamine, parmi lesquelles sont 

retrouvées également l’amyotrophie bulbo-spinale liée à l’X, l’atrophie dentato-rubro-

pallido-luysienne, et certaines ataxies spinocérébelleuses (Shao et Diamond, 2007).  

Récemment, 22 transcrits HTT différents ont été identifiés dans le cerveau humain (Mort et 

al., 2015). Bien qu’ils ne conservent pas tous le cadre de lecture, ces ARNm peuvent jouer un 

rôle notamment dans la régulation du gène HTT. Il est donc important de continuer à 
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investiguer pour connaître le répertoire entier de transcrits et d’isoformes HTT afin 

d’élucider un jour toutes les fonctions de la huntingtine. 

3. Fonctions de la huntingtine physiologique 

a. La huntingtine à travers l’évolution  

Différentes comparaisons réalisées entre le gène HTT humain et celui d’autres vertébrés 

montrent un fort degré de conservation. Une étude s’est notamment intéressée au poisson 

Fugu rubripes, le vertébré possédant le plus petit génome (Baxendale et al., 1995). Elle 

montre que, malgré un locus homologue au gène HTT humain couvrant seulement 23 kb 

chez ce poisson, les 67 exons sont tout de même retrouvés. D’autre part, il est intéressant 

de noter que le début de l’exon 1, qui contient les répétitions CAG, est particulièrement 

conservé entre les espèces. En effet, les 17 premiers acides aminés (AA) sont strictement 

identiques entre le Fugu, la souris et l’homme. Cependant, le nombre de glutamines diffère 

entre ces 3 espèces : on en retrouve respectivement 4, 7 et au minimum 6 chez l’homme 

(Barnes et al., 1994 ; Baxendale et al., 1995). L’homologue murin, nommé Hdh et localisé au 

niveau du chromosome 5, est particulièrement proche de la séquence humaine puisqu’il 

présente une similitude de 86% au niveau nucléotidique et de 91% au niveau protéique 

(Barnes et al., 1994). Ce grand degré de conservation parmi les vertébrés et particulièrement 

parmi les mammifères indique un rôle important de la huntingtine. 

b. La structure de la huntingtine 

On ne retrouve malheureusement pas d’homologie significative entre la huntingtine et 

d’autres protéines connues permettant d’en apprendre davantage sur sa fonction. 

L’extrémité N-terminale de la protéine a été particulièrement étudiée puisqu’elle contient 

l’expansion de polyglutamine ((Q)n), qui se situe après 17 AA et avant un domaine riche en 

proline (PRD) (Cattaneo et al., 2005), comme schématisé sur la figure 6. Ces 17 AA forment 

une structure en hélice, ce qui est particulièrement important pour la rétention de la 

protéine dans le réticulum endoplasmique (Atwal et al., 2007 ; Rockabrand et al., 2006). La 

partie C-terminale contient pour sa part un signal d’export nucléaire (NES) (Xia et al., 2003). 

Enfin, la huntingtine est soumise à de nombreuses modifications post-traductionnelles qui 

affectent sa clairance ainsi que sa localisation cellulaire (Maiuri et al., 2013 ; Steffan, 2004 ; 

Thompson et al., 2009).  



- Introduction : I. La maladie de Huntington - 

 
31 

Des répétitions en tandem d’environ 40 nucléotides ont été retrouvées dans différentes 

protéines, dont HTT, et ont été nommées HEAT pour le nom des 4 protéines possédant ce 

motif : la huntingtine (H), le facteur d’élongation 3 (E), la protéine phosphatase 2A (A) et la 

kinase TOR1 (T) (Andrade et Bork, 1995). Ces répétitions sont composées de deux hélices α 

antiparallèles et sont impliquées dans les interactions protéiques. Etant donné que la 

huntingtine est composée majoritairement de domaines HEAT, sa structure générale est en 

superhélice (Li et al., 2006). 

 

Figure 6 : Schéma représentant la protéine huntingtine. 
Les régions (Q)n et (P)n symbolisent respectivement la queue polyglutamine et polyproline. Les rectangles 
rouges correspondent aux trois principaux domaines HEAT. Les sphères indiquent les modifications post-
traductionnelles : celle en orange représentent le site d’ubiquitination et/ou de sumoylation, et celle en bleu 
les sites de phosphorylation. Les sites de clivage sont symbolisés par des flèches vertes. Les régions riches en 
sérine, glutamine et proline sont identifiées par des cercles verts.  AA : Acide Aminé ; NES : Nuclear Export 
Signal, (Cattaneo et al., 2005). 

c. Les interactions de la huntingtine 

Afin de comprendre les fonctions de la huntingtine, les recherches se sont rapidement 

concentrées sur l’identification de ses interactions avec d’autres facteurs ou protéines. Plus 

de 350 partenaires ont ainsi été identifiés : ils se lient en particulier aux répétitions HEAT et 

au PRD de HTT (Harjes et Wanker, 2003). L’extrémité C-terminale joue également un rôle 

puisqu’elle semblerait notamment interagir avec le facteur de transcription NF-κB p50, 

évoquant un potentiel rôle de HTT comme régulateur de certains gènes (Takano et Gusella, 

2002). La huntingtine se lie également à des protéines du cytosquelette comme la dynactine 

et la kinésine via son interaction avec HAP-1 (Huntingtin-associated protein 1) (Engelender 

et al., 1997 ; McGuire et al., 2006). L’ensemble des protéines interagissant avec HTT est 
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impliqué dans différents processus biologiques tels que le trafic cellulaire, l’endocytose, 

l’adhésion cellulaire, le métabolisme, la régulation de l’expression de gènes, laissant 

supposer un très vaste rôle de HTT au niveau cellulaire (Saudou et Humbert, 2016).  

d. La localisation de la huntingtine 

La huntingtine est ubiquitaire, malgré une expression plus importante dans le système 

nerveux central et les testicules (Li et al., 1993 ; Sharp et al., 1995). Au sein du cerveau, elle 

est retrouvée dans différentes zones sans être particulièrement enrichie dans le noyau 

caudé et le putamen, où la neuro-dégénérescence est pourtant la plus marquée dans la MH 

(Hoogeveen et al., 1993 ; Sharp et al., 1995 ; Trottier et al., 1995). Ainsi, le profil 

d’expression de HTT ne corrèle pas avec la physiopathologie observée dans la maladie, 

puisqu’elle est présente dans tout l’organisme et non pas seulement dans le striatum (Li et 

al., 1993 ; Sharp et al., 1995 ; Trottier et al., 1995). Au sein de la cellule, la huntingtine est 

retrouvée à la fois dans le noyau et dans le cytoplasme, et elle est associée à différents 

organelles, le réticulum endoplasmique, l’appareil de Golgi, les microtubules mais aussi à des 

structures vésiculaires dans les neurites et les synapses (DiFiglia et al., 1995 ; Hoffner et al., 

2002 ; Kegel et al., 2002 ; Velier et al., 1998). Sa localisation intracellulaire est donc très 

diffuse, ce qui ne facilite pas la compréhension de sa fonction.  

e. La huntingtine sous toutes ces formes 

Comme mentionné précédemment, HTT est codée par deux transcrits conduisant à 

l’expression d’une même protéine de 348 kDa. L’épissage alternatif évoqué préalablement  

pourrait conduire à différentes isoformes qui n’ont pas encore été clairement identifiées, 

mais qui pourraient différer de la protéine de 348 kDa par leur taille et leur(s) fonction(s) 

(Hughes et al., 2014 ; Mort et al., 2015 ; Ruzo et al., 2015). Cependant, la littérature décrit 

beaucoup plus précisément les clivages subis par la huntingtine. En effet, cette dernière 

contient différents sites de coupure, notamment par des caspases et des calpaïnes (Gafni et 

al., 2004 ; Goldberg et al., 1996 ; Kim et al., 2001; Wellington et al., 2000). Là encore, les 

conséquences physiologiques de la protéolyse de la huntingtine ne sont pas encore bien 

comprises. Nous reviendrons sur ce point dans les parties traitant de la huntingtine mutée et 

des stratégies thérapeutiques.  
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f. Et si on diminue le niveau d’expression de la huntingtine ?  

Afin de comprendre le rôle de la huntingtine physiologique, des chercheurs américains ont 

inactivé chez une souris l’homologue murin du gène HTT (Hdh). Ainsi, il a été montré que les 

souris knock-out (KO) homozygotes, sans aucune expression de la huntingtine, subissent des 

dommages sévères et meurent à l’état embryonnaire entre le 8ème et le 11ème jour de 

gestation (Duyao et al., 1995 ; Zeitlin et al., 1995). La huntingtine est donc fondamentale 

pour le développement embryonnaire. Les souris hétérozygotes, en revanche, ont un 

phénotype normal, indissociable des souris sauvages, ce qui laisse penser qu’un allèle HTT 

est suffisant pour jouer son rôle dans le développement (Auerbach et al., 2001). Cependant, 

ces souris qui possédent un faible niveau de huntingtine sauvage présentent tout de même 

un développement anormal du cerveau avec notamment un élargissement des ventricules, 

bien qu’elles ne présentent pas de troubles moteurs. De plus, l’inactivation conditionnée de 

Hdh dans le cerveau et dans les testicules de souris 5 jours après leur naissance induit une 

neurodégénérescence progressive et une stérilité (Dragatsis et al., 2000). D’autre part, des 

études réalisées sur différentes lignées de cellules souches embryonnaires (ESC) KO pour le 

gène HTT montrent qu’elles sont capables de se différencier en neurones et d’établir des 

synapses fonctionnelles sans huntingtine (Metzler et al., 1999). Cependant, ces cellules 

présentent un nombre de progéniteurs hématopoïétiques plus faible, suggérant que la 

huntingtine est nécessaire pour l’expansion des cellules sanguines (Metzler et al., 2000). Il a 

également été démontré qu’une déficience en huntingtine entraîne une distribution ainsi 

qu’une morphologie anormale de différentes organelles comme les endosomes, l’appareil de 

Golgi, les mitochondries et le réticulum endoplasmique (Hilditch-Maguire et al., 2000). Enfin, 

des études menées chez la drosophile et la souris montrent qu’une absence de huntingtine 

chez ces deux espèces induit une réduction du transport vésiculaire axonal ainsi qu’une 

immobilisation progressive des mitochondries (Gunawardena et al., 2003; Trushina et al., 

2004). 

De manière très intéressante, une étude récente montre à l’aide d’un modèle de souris KO 

inductible que la diminution de la huntingtine chez les souris adultes est plutôt bien tolérée 

(Wang et al., 2016). En effet, 95% des souris déplétées en HTT à l’âge de 2 mois meurent dix 

jours après, alors que le taux de mortalité chute lorsque le KO est réalisé à 4 et 8 mois 

(respectivement 30 et 5% de souris mortes).    
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L’ensemble de ces études suggèrent l’importance de la huntingtine à travers son effet 

neuro-protecteur. Il est également important de garder en mémoire que la fonction de HTT 

est dépendante de l’âge et du type cellulaire.   

g. Et si on augmente l’expression de la huntingtine ?  

L’effet neuroprotecteur et anti-apoptotique de HTT est aussi observée dans des cellules 

striatales où la surexpression de HTT les protège d’une mort cellulaire induite par des stimuli 

nocifs. La huntingtine interfère, en effet, avec l’activité du complexe de l’apoptosome 

(Rigamonti et al., 2000, 2001) ce qui a également été confirmé par des analyses in vivo 

(Leavitt et al., 2001, 2006; Zhang et al., 2003). De plus, HTT induit l’expression d’un facteur 

neurotrophique, le BDNF (Brain-derived neurotrophic factor), qui est synthétisé par les 

cellules corticales et est nécessaire à la survie des neurones striataux (Zuccato, 2001). Plus 

particulièrement, il a été démontré que la huntingtine sauvage séquestre dans le cytoplasme 

REST/NRSF (repressor element-1 transcription factor/neuron restrictive silencer factor), un 

facteur de transcription qui se lie à NRSE, responsable lui-même de la répression de la 

synthèse de BDNF (Zuccato et al., 2003). Ainsi, HTT inhibe l’activité de NRSE, ce qui entraîne 

une augmentation de la transcription de BDNF.  

En conclusion, la huntingtine joue un rôle très important dans le développement 

embryonnaire, l’hématopoïèse et la neurogenèse. Au niveau cellulaire, cette protéine anti-

apoptotique est très importante pour : le trafic vésiculaire, notamment par sa liaison à la 

dynéine et à la kinésine (deux protéines motrices), la division cellulaire, et également la 

régulation de la transcription.  

4. Propriétés de la huntingtine mutée  

a. Quels sont les mécanismes cellulaires impactés ? 

Si les fonctions de la huntingtine sauvage restent encore obscures, il en est de même 

concernant les propriétés de la huntingtine mutée. L’expansion de polyglutamine modifie les 

propriétés de la huntingtine, notamment par un mauvais repliement et entraîne la formation 

d’agrégats, un défaut de clairance, une dérégulation transcriptionnelle et une dysfonction 

mitochondriale, comme schématisé sur la figure 7. Les mécanismes cellulaires impactés dans 

la MH sont développés dans les sous-parties suivantes. 
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Figure 7 : Schéma représentant les mécanismes cellulaires pathologiques dans la MH. 
1) Traduction majoritaire de muHTT (isoforme longue) et d’un fragment N-terminal provenant d’un épissage 
aberrant. 2) Clivage de muHTT à différents endroits pour générer d’autres fragments N-terminaux. 3) Entrée de 
muHTT dans le noyau. 4) Oligomérisation et agrégation de muHTT conduisant à des inclusions intranucléaires 
responsables de la dérégulation transcriptionnelle notamment. 5) Oligomérisation et agrégation de muHTT 
dans le cytoplasme. 6) Amplification du processus d’agrégation due à un défaut de clairance. 7) Dérèglements 
cellulaires, tels que les problèmes de transport axonal, de toxicité mitochondriale et de dysfonction synaptique, 
entraînés par l’ensemble des formes de muHTT ; (Bates et al., 2015). 

 

i. Mauvais repliement et agrégation  

L’expansion de polyglutamine forme des feuillets β dans muHTT entraînant ainsi son 

oligomérisation et son agrégation dans le cytoplasme ainsi que dans le noyau des neurones 

(Davies et al., 1997; DiFiglia et al., 1997). Cependant, les inclusions intracellulaires 

neuronales, qui constituent une caractéristique principale de la MH, sont également 

présentes dans les cellules qui ne sont pas les plus vulnérables, comme les interneurones.  
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De la même façon, les agrégats sont retrouvés en plus grand nombre dans le cortex que dans 

le striatum (Kuemmerle et al., 1999). De récentes suggestions font l’hypothèse que ces 

agrégats seraient au contraire neuroprotecteurs, et que seules les formes intermédiaires 

conduisant à leur formation seraient pathogéniques (Saudou et al., 1998). Même si le 

mécanisme selon lequel l’expansion de polyglutamine confère une propriété toxique à la 

huntingtine est encore méconnu, la formation de ces agrégats entraîne des problèmes de 

clairance et d’interactions notamment. 

ii. Défaut de clairance  

Les deux mécanismes permettant la dégradation des protéines, à savoir le système 

ubiquitine-protéasome (UPS) et l’autophagie, sont impactés dans la MH (Bence et al., 2001; 

Holmberg et al., 2004). Les agrégats contiennent de l’ubiquitine et co-localisent avec les 

sous-unités du protéasome, ce qui laisse penser que muHTT est une cible pour UPS. 

Cependant, il est possible que les inclusions de muHTT séquestrent des composants du 

système, empêchant ainsi leur dégradation. De plus, la conformation des expansions de 

polyglutamine n’est pas optimale pour entrer dans le site catalytique du protéasome (Zheng 

et Diamond, 2012).  

iii. Clivage protéolytique  

La protéolyse de la huntingtine génère la formation de fragments N-terminaux contenant 

l’expansion de polyglutamine, et semble donc être une étape cruciale dans la 

physiopathologie de la MH. Les fragments générés ont tendance à s’agréger davantage, à 

rentrer plus facilement dans le noyau et à induire une toxicité neuronale (Landles et al., 

2010 ; Zheng et Diamond, 2012). De nombreuses protéases ont été décrites comme 

permettant le clivage de la huntingtine, mais des études plus approfondies sont nécessaires 

pour déterminer l’implication de celles-ci dans la MH. Le clivage de muHTT par la caspase 6 

semble être un événement important dans la pathologie car des souris résistantes à cette 

caspase ne montrent pas de neurodégénérescence malgré l’expression de la forme mutée 

de la huntingtine (Graham et al., 2006). 

iv. Dérégulation transcriptionnelle  

L’expansion de polyglutamine peut se lier et changer l’activité de nombreux facteurs de 

transcription, comme par exemple CBP (CREB-binding protein) et p53 (Steffan et al., 2000) 
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qui est notamment responsable de l’augmentation de l’expression de la caspase 6 

(Ehrnhoefer et al., 2014). A l’inverse, muHTT lie moins fortement REST/NRSF, conduisant 

ainsi à l’accumulation de ce facteur dans le noyau qui va alors inhiber la synthèse de BDNF. 

Ainsi, le BDNF est moins exprimé chez les patients atteints de la MH conduisant à la mort des 

neurones striataux (Zuccato, 2001).  

v. Dysfonction mitochondriale  

Il a été montré que l‘activité des enzymes impliquées dans le métabolisme énergétique, 

telles que les complexes I, II, III et IV de la chaine respiratoire mitochondriale, est diminuée 

chez les patients et les souris MH (Arenas et al., 1998 ; Gu et al., 1996). En effet, muHTT 

endommage les mitochondries par divers mécanismes, comme l’altération de l’homéostasie 

calcique. Les mitochondries produisent alors moins d’énergie et deviennent une source 

importante de dérivés réactifs de l’oxygène (ROS pour reactive oxygen species) conduisant à 

une excitotoxicité qui rend les cellules neuronales plus vulnérables (Choo, 2004 ; Panov et 

al., 2002 ; Polidori et al., 1999).  

vi. Détérioration du transport axonal  

Le défaut de transport axonal observé dans la MH est dû à un déficit de liaison entre les 

microtubules et les protéines motrices, telle que la kinésine. Cela s’explique notamment par 

une désacétylation des microtubules (Millecamps et Julien, 2013) et une augmentation de la 

phosphorylation de la kinésine via l’activation de JNK3 (c-Jun N-terminal kinase) (Morfini et 

al., 2009), qui empêchent l’interaction entre ces deux molécules. Ce dérèglement du 

transport axonal entraîne donc une coupure de communication au sein du circuit cortico-

striatal, diminuant ainsi la quantité de BDNF délivrée au niveau du striatum.  

 

Compte tenu de l’ensemble de ces dysfonctionnements cellulaires et moléculaires, ainsi que 

de la nature ubiquitaire de HTT, il n’est pas surprenant de noter également une atteinte 

périphérique chez les patients (van der Burg et al., 2009). Ces derniers souffrent notamment 

d’atrophie des muscles squelettiques et des testicules et, bien que le mécanisme ne soit pas 

encore élucidé, il semblerait que cela soit dû à la présence de muHTT dans les différents 

types cellulaires plutôt qu’à un effet secondaire de la neurodégénérescence (Arenas et al., 

1998). 
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b. Une question subsiste : La MH, gain ou perte de fonction ? 

Deux grandes hypothèses se font actuellement face pour expliquer les dérèglements 

observés dans la MH : la perte de fonction de la protéine sauvage, ou le gain de fonction de 

la protéine mutée.  

i. Gain de fonction  

Pendant très longtemps, la MH a été expliquée par le gain de fonction de la protéine mutée. 

Plusieurs données soutiennent cette hypothèse. Par exemple, certains patients sont 

homozygotes pour muHTT et ne possèdent donc pas de huntingtine sauvage. Etonnamment, 

ils ne présentent ni un phénotype aggravé, ni une apparition précoce de la maladie, 

indiquant que la protéine mutée peut également jouer le rôle physiologique de HTT, 

notamment dans le développement (Myers et al., 1989 ; Wexler et al., 1987). Cela signifie 

que ce n’est pas la perte de fonction de la huntingtine sauvage qui est en cause. Cependant, 

étant donné l’hétérogénéité des symptômes et les différences dans l’âge d’apparition de la 

MH, il est difficile de certifier que le phénotype est similaire entre des patients hétéro- et 

homozygotes (Cattaneo et al., 2001). De plus, les patients qui expriment deux fois moins de 

protéine HTT à cause d’une translocation ou d’une délétion au niveau du locus HTT ne 

présentent pas de phénotype (Ambrose et al., 1994). De la même façon, il a été décrit que 

les souris adultes déplétées en HTT ne meurent pas, ce qui semble suggérer que ce n’est pas 

la perte de la huntingtine qui induit la MH (Wang et al., 2016).  

D’autre part, la MH fait partie des pathologies par expansion de polyglutamine car, comme 

dans les 8 autres maladies neurodégénératives, ces répétitions sont toxiques. La différence 

de symptômes entre ces affections étant entre autres les types neuronaux affectés, cela 

s’explique probablement par la fonction de chacune des protéines sauvages touchées par les 

répétitions CAG (Paine, 2015). Une étude a d’ailleurs montré que l’ajout de répétitions CAG 

dans le gène Hprt (hypoxanthine phosphoribosyltransferase) murin, qui n’est impliqué à 

l’origine dans aucune maladie, entraîne des inclusions intranucléaires et une atteinte 

neurologique conduisant à une mort précoce des animaux (Ordway et al., 1997). De plus, le 

fait qu’un nombre important de répétitions soit associé avec un phénotype sévère et une 

apparition précoce de la maladie apporte un soutien supplémentaire à cette hypothèse 
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(Furtado et al., 1996). Il est donc admis que les expansions de polyglutamine confèrent un 

gain de fonction toxique.  

Afin de connaitre l’implication de HTT, des chercheurs ont généré une souche de souris 

n’exprimant pas la huntingtine endogène murine mais uniquement muHTT humaine, avec 

128 répétitions CAG (nommée YAC128-/-), et l’ont comparée avec une souche classique 

YAC128 qui contient à la fois le transgène humain et les deux allèles murins sauvages (pour 

plus de détails sur les souris YAC128, voir la partie modèles animaux). Les résultats ne 

montrent pas de différences entre ces deux souches concernant le volume du striatum, le 

nombre de neurones ainsi que l’expression de DARPP-32, marqueur des neurones du 

striatum (Van Raamsdonk, 2005). Cependant, la souris YAC128-/- présente des problèmes 

moteurs, une atrophie des testicules et une hypoactivité. Sa durée de vie est aussi plus 

courte que la souche classique.  

Ainsi, il semblerait que le gain de fonction toxique de muHTT soit la cause principale de la 

neurodégénérescence observée dans la MH. Néanmoins, la pathologie paraît exacerbée par 

la diminution de HTT sauvage (Paine, 2015). 

ii. Perte de fonction  

Une étude a également montré que le niveau de HTT sauvage chez les souris transgéniques 

R6/2 diminue au cours de l’âge, alors qu’il a plutôt tendance à augmenter chez les souris 

sauvages (Zhang et al., 2003). Cette diminution peut s’expliquer par une potentielle 

séquestration de HTT sauvage par muHTT, l’empêchant ainsi de jouer son rôle et exacerbant 

le phénotype (Cattaneo et al., 2001). Par exemple, il est largement décrit que les cerveaux 

de patients ou de souris MH ont une concentration réduite en BDNF. Cependant, il reste 

difficile de déterminer si la déplétion en BDNF est une cause ou une conséquence de la 

diminution de la quantité de HTT sauvage (Paine, 2015). 

De plus, l’inactivation conditionnelle du gène Hdh murin dans le cerveau de souris entraîne 

une neurodégénérescence progressive, ce qui soutiendrait l’hypothèse de la perte de 

fonction de HTT sauvage dans la pathogénèse de la MH (Dragatsis et al., 2000). 

Bien que des recherches soient encore nécessaires pour comprendre la véritable implication 

des différentes formes protéiques dans la MH, l’ensemble de ces études nous donne des 
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informations essentielles sur les stratégies à adopter pour traiter la MH. L’ajout de HTT 

sauvage ne semble pas être un traitement adéquat, alors que la diminution de muHTT, en 

préservant le plus possible l’expression de HTT sauvage, semble être idéale.  

E. Modèles animaux  

Afin de comprendre la physiopathologie de la MH et également d’évaluer les approches 

thérapeutiques, il est nécessaire d’établir des modèles animaux de cette maladie. Les 

premiers modèles de la MH sont apparus bien avant la découverte de la mutation génétique, 

et se sont donc basés sur les lésions neuronales observées chez les patients. Ainsi, la 

neurodégénerescence peut être mimée en injectant des produits neurotoxiques 

(Ramaswamy et al., 2007), comme l’acide kaïnique et l’acide quinolinique qui sont des 

agonistes du glutamate (Beal et al., 1986 ; McGeer et McGeer, 1976), mais également des 

toxines mitochondriales comme l’acide 3-nitroproprionique (3-NPA) (Brouillet et al., 1993). 

Après l’identification du gène à l’origine de la pathologie, différents modèles génétiques ont 

alors été générés permettant l’expression de muHTT et donc d’un phénotype plus proche de 

celui de l’homme (Pouladi et al., 2013). Bien qu’il existe des modèles transgéniques de vers 

Caenorhabditis elegans et de mouches Drosophila melanogaster, les plus utilisés sont les 

rongeurs qui peuvent être catégorisés selon leur modification génétique (Figure 8). Il est 

également possible de générer des modèles animaux en surexprimant muHTT grâce à 

l’utilisation de vecteurs viraux (Ruiz et Déglon, 2012). Cette approche, qui ne sera pas 

développée ici, comporte divers avantages, comme l’apparition rapide de problèmes 

moteurs et comportementaux et la possibilité d’utiliser le même animal comme contrôle 

interne si l’expression du transgène est limitée à un hémisphère.  

Nous nous intéresserons dans cette partie aux lignées de rongeurs génétiquement modifiés. 
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Figure 8 : Schéma des différentes stratégies de modifications génétiques utilisées pour 
générer des modèles animaux pour la MH. 
A. Expression du fragment N-terminal de HTT avec un nombre pathologique de répétitions CAG. B. Expression 
du gène HTT muté entier, avec son propre promoteur et ses régions régulatrices. C. Remplacement ciblé de 
l’exon 1 murin par l’exon 1 humain muté pour générer un knock-in, (adaptée de Holm et al., 2016). 

1. Modèles transgéniques de rongeurs contenant la partie 5’ du gène HTT 

De par la grandeur du gène HTT (180 kb) (Ambrose et al., 1994), les premiers modèles de 

souris transgéniques contiennent uniquement une petite portion du gène, incluant l’exon 1 

avec un nombre important de répétitions CAG (Figure 8A).  

Ces souris présentent généralement un phénotype très prononcé par rapport aux autres 

modèles et développent des problèmes moteurs ainsi qu’une mort prématurée (Menalled et 

al., 2009). Cela a d’ailleurs démontré que l’expression du fragment N-terminal de HTT est 

suffisante pour entraîner un phénotype proche de celui de la MH. Par exemple, les souris 

R6/1 et R6/2, qui diffèrent entre autres par leur nombre de répétitions CAG, expriment 

uniquement l’exon 1 de l’HTT humain, sous le contrôle du promoteur HTT humain 

(Mangiarini et al., 1996). La souche la plus utilisée jusqu’à aujourd’hui est la R6/2 avec 

approximativement 144 répétitions CAG car elle présente le phénotype le plus marqué. Il a 

été reporté que ces répétitions sont instables et sont souvent plus grandes que prévues 

initialement (Menalled et al., 2014). Ce large nombre de répétitions correspond à une forme 
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juvénile de la MH. Ces souris développent, en effet, des symptômes moteurs et cognitifs dès 

1 mois et ne survivent généralement pas plus de 4 mois et demi (Lione et al., 1999).  

Un autre modèle exprimant uniquement le fragment N-terminal est la souris N171-82Q, 

contenant 171 AA de la huntingtine avec 82 glutamines, sous le contrôle d’un promoteur de 

la protéine prion murine permettant l’expression de ce transgène essentiellement dans le 

cerveau, et plus particulièrement dans les neurones (Schilling, 1999). Ce modèle possède 

moins de répétitions CAG, ayant pour impact une apparition de la pathologie plus tardive 

que pour les souris R6/1 et R6/2. Les symptômes moteurs et cognitifs apparaissent aux 

alentours du 3ème mois, ce qui permet l’obtention d’un modèle plus fidèle à la MH adulte. 

Les souris N171-82Q ont néanmoins également une durée de vie réduite, de 5 à 6 mois 

(McBride et al., 2006 ; Menalled et al., 2014 ; Ramaswamy et al., 2007). Un modèle de rat 

transgénique a également été généré à l’aide d’un fragment d’ADNc HTT contenant 51 

répétitions CAG sous le contrôle du promoteur HTT de rat (von Horsten et al., 2003). Il 

présente un phénotype neurologique avec des problèmes cognitifs et moteurs. 

Les modèles transgéniques contenant uniquement un fragment du gène HTT humain n’ont 

pas pu être utilisés dans ce projet car l’évaluation des stratégies thérapeutiques nécessitent 

l’intégralité du gène. 

2. Modèles transgéniques de rongeurs contenant l’intégralité du gène HTT 

Peu de temps après sont apparus les modèles contenant l’intégralité du gène HTT humain, 

sous le contrôle de son promoteur humain et des éléments régulateurs. Pour cela, 

différentes équipes ont utilisé des YAC (Yeast Artificial Chromosome) ou BAC (Bacterial 

Artificial Chromosome) pour modifier génétiquement des souris et leur faire exprimer, en 

plus de la huntingtine murine endogène, la huntingtine humaine mutée (Figure 8B). Les plus 

utilisées sont les souris YAC128 (Slow, 2003) et BACHD (Gray et al., 2008) contenant 

respectivement 128 et 97 glutamines. De manière intéressante, la queue polyglutamine est 

codée par des CAG espacés par des CAA (codant également pour une glutamine) qui 

permettent d’empêcher une expansion des répétitions (Gray et al., 2008 ; Menalled et al., 

2014 ; Slow, 2003). Contrairement aux modèles transgéniques exprimant uniquement le 

fragment N-terminal, les YAC128 et BACHD présentent un phénotype beaucoup plus tardif et 

une durée de vie relativement normale. Les problèmes moteurs apparaissent aux alentours 
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de 6 mois chez la souris YAC128 et sont notamment visibles au rotarod (Slow, 2003). Ils 

s’accompagnent d’une augmentation de HTT nucléaire. La neurodégénérescence du 

striatum est visible à partir de 9 mois, alors que le cortex est affecté à partir d’un an. Les 

agrégats de muHTT sont diffus au sein des neurones, s’accumulent et sont visibles dans le 

striatum à partir de 12 mois. La souris BACHD présente, elle, des problèmes de coordination 

motrice dès 2 mois et les agrégats de muHTT sont détectés dans le cortex et très faiblement 

dans le striatum (Gray et al., 2008). De manière surprenante, alors que les patients atteints 

de la MH souffrent d’une perte de poids, ces deux lignées de souris transgéniques 

présentent une augmentation de la masse corporelle. Il faut donc être vigilants lors de 

l’interprétation des tests moteurs puisque le poids peut aussi influencer le niveau d’activité 

des souris (Menalled et al., 2014). Il existe également un rat BACHD, contenant lui aussi 97 

répétitions CAG/CAA mais n’exhibant pas de prise de poids (Yu-Taeger et al., 2012). 

Etant donné que les souris BACHD contiennent autant de CAG que de CAA codant pour les 

97 glutamines, nous avons choisi la souris YAC128 qui contient uniquement 7% de CAA, ce 

qui est plus ressemblant à ce qui est retrouvé chez l’homme (Pouladi et al., 2012). De plus, 

puisque nous voulons, entre autres, cibler les répétitions CAG, il est important que les 

molécules antisens puissent s’y fixer et donc que ces triplets soient majoritaires.  

Récemment, les souris BACHD et YAC18 (transgène HTT humain wild-type comportant 

seulement 18 répétitions CAG) ont été utilisées et croisées avec des souris Hdh+/- afin de 

créer une lignée nommée Hu97/18 qui est Hdh-/- (Southwell et al., 2013). Cette lignée est 

donc totalement humanisée vis-à-vis du gène HTT car elle possède deux allèles avec 97 et 18 

répétitions CAG, en absence du gène Hdh murin. Globalement, les souris Hu97/18 

présentent un phénotype relativement similaire aux souris BACHD. Très récemment, les 

chercheurs de la même équipe ont généré une lignée appelée Hu128/21 selon le même 

procédé, mais avec des souris YAC128 au lieu des BACHD (Southwell et al., 2017). 

3. Modèles knock-in de rongeurs  

Une autre technique, schématisée dans la figure 8C, consiste à introduire des répétitions 

CAG directement dans le gène Hdh murin. Les souris les plus étudiées sont les lignées 

HdhQ111 (Wheeler, 1999), HdhQ150 (Lin et al., 2001), CAG140KI et zQ175 (Menalled et al., 

2012) contenant respectivement 111, 150, 140 et 190 glutamines. Les modèles knock-in ont 
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donc l’avantage d’exprimer muHTT dans le contexte du gène HTT endogène, contrairement 

aux souris transgéniques où l’intégration aléatoire du transgène peut affecter son 

expression. Le phénotype de ces souris est très léger, ce qui explique que la plupart des 

études utilisant ces animaux choisissent des souris knock-in homozygotes qui ont un 

phénotype plus marqué (Menalled et al., 2014).  

4. Grands modèles animaux 

Différents groupes ont développé des modèles animaux plus grands afin de pouvoir évaluer 

l’effet de la huntingtine mutée à long terme, sur des êtres vivants ayant une espérance de 

vie plus longue que celle des rongeurs. D’autre part, il est également intéressant d’étudier la 

MH dans des animaux dont la taille du cerveau se rapproche de celle de l’homme, 

notamment pour des questions d’administration et de biodistribution des molécules 

thérapeutiques. Ainsi, ces dernières années, différents modèles ont été générés, comme un 

singe rhésus exprimant l’exon 1 du gène HTT humain avec 84 répétitions CAG. Ces primates 

transgéniques présentent cependant des problèmes de reproduction et de longévité (Yang 

et al., 2008) ce qui en complique leur utilisation. Un modèle de mouton a également été 

créé, en intégrant un transgène contenant l’intégralité de l’ADNc de HTT humaine avec 69 

répétitions CAG (Jacobsen et al., 2010). De même, des équipes ont développé des cochons 

nains transgéniques exprimant 124 glutamines (Baxa et al., 2013). Globalement, ces animaux 

ne présentent pas un phénotype très marqué mais peuvent être intéressants notamment 

dans l’évaluation à long-terme du profil toxicologique des molécules thérapeutiques. 
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II. Traitements et essais thérapeutiques en cours 

Comme précédemment évoqué, il n’existe à l’heure actuelle aucun traitement curatif de la 

MH. Ainsi, les traitements administrés aux patients sont uniquement symptomatiques, à 

savoir la tétrabénazine ou la deutétrabénazine (autorisée depuis le 3 avril 2017) qui sont les 

seules médications approuvées pour traiter les mouvements choréiques (Huntington Study 

Group, 2006). Cet inhibiteur du transport des monoamines permet une déplétion en 

dopamine au niveau du système nerveux central, permettant de réduire les mouvements 

choréiques. D’autres médicaments indiqués pour la dépression, les maladies de Parkinson ou 

d’Alzheimer peuvent aussi être utilisés pour la MH (Shannon et Fraint, 2015). Par exemple, 

des anti-dépresseurs de la famille des inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine 

ou des benzodiazépines peuvent être administrés pour traiter l’anxiété, la dépression et 

l’irritabilité. Certains patients ont également besoin d’anti-psychotiques et d’anti-

épileptiques. 

Le plus souvent, en plus de la prise en charge médicamenteuse, un accompagnement social 

et psychologique est mis en place pour le patient et sa famille. Afin de préserver le plus 

longtemps possible l’autonomie du patient, des kinésithérapeutes, diététiciennes et 

orthophonistes peuvent aussi intervenir (Bachoud-Lévi et al., 2009).  

La communauté de chercheurs concentre ses efforts sur la découverte de nouveaux 

traitements pharmacologiques. 

A. Agents pharmacologiques  

Bien que la physiopathologie de la MH ne soit pas encore totalement élucidée, tous les 

dérèglements cellulaires sont de potentielles cibles thérapeutiques (Figure 9). Les agents 

pharmacologiques en cours de développement sont exposés dans les sous-parties suivantes. 
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Figure 9 : Schéma représentant les différentes cibles thérapeutiques étudiées pour la MH. 
EEAT2 : Excitatory Amino Acid Transporter 2 ; KMO : Kynurénine MonoOxygénase ; BDNF : Brain-Derived 
Neurotrophic Factor ; PDE10A : Phosphodiestérase 10A ; MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinase ; HDAC : 
Histone Désacétylase ; TrkB : tropomyosin receptor kinase B ; ASO : Antisense Oligonucleotide ; RNAi : ARN 
interférence, (Wild et Tabrizi, 2014). 

 

1. Agir sur l’autophagie  

L’augmentation de la dégradation de muHTT par les deux mécanismes assurant cette 

fonction dans la cellule, à savoir le système ubiquitine-protéasome (UPS) et l’autophagie, est 

une approche pharmacologique explorée dans le traitement de la MH (Kaganovich et al., 

2008). En effet, l’utilisation de rapamycine, un immunosuppresseur capable d’inhiber la 
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protéine mTor, entraîne une diminution du nombre d’agrégats de muHTT ainsi qu’une 

amélioration du phénotype chez des modèles de souris de la MH (Bové et al., 2011; 

Ravikumar et al., 2004). Cette stimulation de l’autophagie semble, par contre, efficace 

uniquement à un stade précoce de la maladie, lorsque les gros agrégats très stables ne sont 

pas encore formés. Les mêmes résultats sont obtenus avec d’autres types de molécules 

capables de promouvoir l’autophagie, comme le lithium, la carbamazépine et le tréhalose 

(Renna et al., 2010). Cependant, une nouvelle étude publiée en 2015 montre une 

amélioration du phénotype de souris MH après activation de l’activité de mTOR (Lee et al., 

2015). Cela montre, une fois encore, la complexité de la physiopathologie de la MH et de 

l’autophagie puisque d’autres mécanismes compensatoires peuvent se mettre en place.  

2. Agir sur les molécules chaperonnes  

Des études ont également montré que les protéines chaperonnes peuvent réduire la 

neurodégénérescence survenant dans la MH, notamment en agissant sur le mauvais 

repliement de muHTT. Par exemple, la surexpression de Hsp40 (Heat Shock Protein) et 

Hsp70 supprime la neurotoxicité en empêchant muHTT de s’agréger (Muchowski et al., 

2000). Ainsi, différentes molécules chaperonnes ont été testées et les résultats semblent 

prometteurs (Labbadia et al., 2012 ; Sontag et al., 2013).  

3. Cibler l’activité des caspases  

Il a été montré que la mutation des sites de clivage par les caspases afin de diminuer la 

protéolyse empêche la neurodégénérescence et améliore le phénotype des souris (Graham 

et al., 2006). La minocycline, qui est un antibiotique, inhibe les caspases 1 et 3 et entraîne un 

retard dans la progression de la maladie chez la souris R6/2 (Chen et al., 2000 ; Wang et al., 

2003). Ce médicament est aussi en essai clinique pour la MH (Huntington Study Group 

DOMINO Investigators, 2010). 

4. Inhiber les HDAC  

L’utilisation d’inhibiteurs des HDAC (Histones Désacétylases) est également une stratégie 

envisagée car il a été montré que muHTT diminue l’acétylation des histones. En effet, des 

molécules comme le vorinostat (Hockly et al., 2003), le phénylbutyrate (Gardian et al., 2005) 

ou le butyrate de sodium (Ferrante et al., 2003) qui corrigent l’hypoacétylation, ont permis 

d’obtenir, après traitement de souris MH, une amélioration de leur phénotype. De manière 
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intéressante, elles n’induisent pas de diminution de l’agrégation de muHTT, alors que 

l’inhibition des HDAC pourrait aussi acétyler la protéine mutée elle-même, ou des gènes 

impliqués dans le système UPS, et donc augmenter sa clairance (Jia et al., 2012). Les effets 

neuroprotecteurs des inhibiteurs des HDAC impliquent également une amélioration du 

métabolisme calcique des mitochondries qui est impacté dans la MH (Oliveira et al., 2006). 

D’autre part, l’inhibition des HDAC augmente l’acétylation de la tubuline, ce qui améliore le 

transport axonal et donc la libération de BDNF (Dompierre et al., 2007). De manière 

encourageante, le selisistat, un inhibiteur de HDAC, est actuellement en essai clinique et est 

bien toléré par les patients (Süssmuth et al., 2015).  

L’hydroxyquinoline (PBT2), un composant déjà en essai clinique de phase II pour la maladie 

d’Alzeihmer et réduisant aussi l’agrégation protéique mais sans agir sur les HDAC, est 

également en essai clinique pour la MH (Huntington Study Group Reach2HD Investigators, 

2015).  

5. Agir sur les kinases  

Les enzymes responsables des modifications post-traductionnelles de muHTT sont 

également des cibles potentielles puisqu’il est connu que certaines d’entre elles ont un effet 

positif ou négatif sur la toxicité. Par exemple, la phosphorylation des sérines 13 et 16 réduit 

la toxicité de muHTT (Gu et al., 2009), et entraîne une augmentation de sa localisation 

nucléaire (Atwal et al., 2011). La sérine 421 est également un lieu de modification important 

puisque sa phosphorylation restaure les transports axonaux antérograde et rétrograde, et 

notamment le transport du BDNF (Zala et al., 2008). Ainsi, les kinases ou leurs inhibiteurs 

peuvent être de potentiels outils thérapeutiques, bien qu’il semble délicat que leurs actions 

n’affectent pas d’autres sites de muHTT ou d’autres protéines. Différents agents 

pharmacologiques, comme le ganglioside GM1 (Di Pardo et al., 2012) ou l’analogue 

synthétique de la sphingosine (fingolimod) (Di Pardo et al., 2014), induisent également une 

amélioration de la fonction motrice et un prolongement de la durée de vie chez les souris 

R6/2. Leur mécanisme d’action est encore inconnu, mais de manière intéressante ces 

molécules augmentent également l’expression de BDNF et la phosphorylation de HTT sur les 

sérines 13 et 16 . 
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6. Inhiber les phosphodiestérases 

La déficience de la voie de signalisation de l’AMPc est également une caractéristique de la 

MH. La phosphodiestérase (PDE) 10A est impliquée dans la régulation de l’AMPc et est 

pratiquement uniquement exprimée dans le striatum (Coskran et al., 2006). Des études pré-

cliniques montrent le bénéfice d’un inhibiteur de PDE10A sur le phénotype de la souris R6/2 

par exemple (Giampà et al., 2010), mais le laboratoire pharmaceutique Pfizer a annoncé 

récemment l’arrêt de l’essai clinique par manque d’efficacité de cette molécule. L’utilisation 

d’inhibiteur de phosphodiestérase reste actuellement en étude, avec l’inhibiteur de PDE4 

par exemple, qui, en plus de son effet anxiolytique (Rutter et al., 2014), a démontré un effet 

neuroprotecteur chez la souris R6/2 (DeMarch et al., 2008). Cette molécule est actuellement 

en essai clinique et semble pour le moment bien tolérée par les patients.  

7. Réguler la voie de signalisation des MAPK 

La voie de signalisation très complexe des MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase), et 

notamment JNK (c-Jun terminal kinases), ERK (Extracellular signal-regulated kinases) et p38, 

est également dérégulée dans la MH (Gianfriddo et al., 2004) ce qui a permis d’identifier 

différentes cibles au sein de cette voie de signalisation. L’activation ou l’inhibition de ces 

protéines a effectivement un effet sur les performances motrices et le niveau de BDNF chez 

la R6/2 (Apostol et al., 2008 ; Taylor et al., 2013) ainsi que dans d’autres modèles animaux 

(Vázquez-Manrique et al., 2016), bien que leur implication dans la MH ne soit pas encore 

totalement comprise. 

8. Réguler la voie de signalisation de la kynurénine  

Il est également important de garder en mémoire que muHTT n’est pas seulement exprimée 

dans les neurones, mais aussi dans les autres cellules du système nerveux central comme les 

cellules gliales. Ces cellules sont d’ailleurs le lieu d’une autre voie de signalisation, celle de la 

kynurénine, qui permet la dégradation du tryptophane (Vécsei et al., 2012). La kynurénine 

monooxygénase (KMO) en est une enzyme importante : elle permet de réguler la quantité 

d’acide quinolinique (QA), un composé neurotoxique, et d’acide kynurénique (KA) qui est lui 

neuroprotecteur. Ces métabolites sont déréglés dans la MH, avec une augmentation du 

niveau de QA et une diminution de KA dans les cerveaux de patients (Beal et al., 1992 ; 

Guidetti et al., 2004). Ainsi, l’enzyme KMO est également une potentielle cible 

thérapeutique. Des études utilisant des inhibiteurs de KMO montrent d’ailleurs une 
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amélioration du phénotype dans des modèles murins de la MH (Beaumont et al., 2016 ; 

Zwilling et al., 2011).  

9. Inhiber la voie de signalisation de la sémaphorine 4D (SEMA4D) 

Des études récentes ont identifié la sémaphorine 4D comme étant dérégulée dans la MH, 

car elle participerait notamment à la neuroinflammation et à l’activation des cellules gliales. 

L’utilisation d’anticorps anti-SEMA4D, nommés VX15, améliore le phénotype chez la YAC128, 

avec une réduction de l’atrophie striatale et une diminution des troubles cognitifs et anxieux 

(Smith et al., 2015 ; Southwell et al., 2015). Par contre, la motricité ne semble pas améliorée 

en traitant les animaux avec cet anticorps. Ce dernier est néanmoins actuellement en essai 

clinique de phase II.  

10. Moduler la réponse immunitaire 

Des recherches sont également effectuées sur l’hyperactivité du système immunitaire, 

périphérique mais aussi dans le SNC par les astrocytes et les cellules gliales, dont l’effet est 

médié, entre autres, par la voie de signalisation de NFκB (Björkqvist et al., 2008 ; Träger et 

al., 2014). Ainsi, le laquinimod, un immuno-modulateur, est entré en essai clinique de phase 

II après avoir démontré son efficacité à réduire l’activation de NFκB (Brück et al., 2012). Le 

mécanisme d’action de cet agent pharmacologique n’est pas connu, mais il serait aussi 

capable de restaurer l’expression de BDNF et interviendrait également dans la voie des 

MAPK en diminuant la phosphorylation de p38 (Aharoni et al., 2012). 

11. Diminuer l’excitotoxicité en agissant sur le glutamate  

L’excitotoxicité responsable de la mort neuronale est essentiellement due au glutamate. 

Ainsi, des inhibiteurs de la neurotransmission glutamatergique, comme le riluzole, ont été 

testés. Ce dernier n’a cependant pas montré d’effets bénéfiques suffisants en essai clinique 

de phase III (Landwehrmeyer et al., 2007).  

L’acide glutamique présent dans les fentes synaptiques est notamment recapté par les 

EEAT2 (Excitatory Amino Acid transporter 2), qui sont principalement exprimés au niveau 

des astrocytes. Une des stratégies thérapeutiques pour la MH est donc d’augmenter la 

quantité de transporteurs de glutamate, mode d’action du ceftriaxone, qui a démontré une 

bonne efficacité chez la souris R6/2 (Miller et al., 2008). 
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12. Rétablir les dysfonctions mitochondriales  

Le stress oxydatif engendré par la détérioration des fonctions mitochondriales qui survient 

dans la MH, peut être diminué par des anti-oxydants, comme la créatine et le coenzyme Q10 

(Huntington Study Group Pre2CARE Investigators, 2010 ; Rosas et al., 2014). Les essais 

cliniques portant sur ces deux molécules ont dû être arrêtés en phase III à cause d’un 

manque d’efficacité (McGarry et al., 2017). Utilisant la même stratégie, un nouvel essai 

clinique en phase I/II a commencé début mai 2017 avec la molécule SBT-20. Cette dernière 

a, en effet, la capacité de restaurer les propriétés physiques et biochimiques des 

mitochondries atteintes dans la MH (Stealth BioTherapeutics Inc.) et paraît donc aussi 

prometteuse. 

13. Augmenter la quantité de BDNF  

Le BDNF, facteur neurotrophique, agit principalement par son récepteur TrkB (tropomyosin 

receptor kinase B). Des chercheurs ont donc testé des agonistes de TrkB qui démontrent une 

amélioration des fonctions motrices, de la durée de vie et de l’atrophie du striatum chez les 

souris N171-82Q et R6/2 (Jiang et al., 2013 ; Simmons et al., 2013 ; Todd et al., 2014). 

D’autres molécules capables d’augmenter le niveau d’expression de BDNF sont actuellement 

en essais cliniques, comme le pridopidine (Geva et al., 2016 ; The Huntington Study Group 

HART Investigators, 2013) et la cystéamine (Verny et al., 2017). Bien que ces molécules 

semblent bien tolérées par l’organisme, elles peinent à montrer une amélioration 

significative des symptômes moteurs.  

Les niveaux de facteurs neurotrophiques peuvent aussi être restaurés par thérapie cellulaire 

et génique, comme nous le verrons dans la partie suivante.  

L’abondance des cibles thérapeutiques potentielles, représentées schématiquement figure 

9, démontre une nouvelle fois la physiopathologie très complexe de la MH qui reste pour le 

moment partiellement élucidée. De même, la description conséquente de l’ensemble des 

stratégies pharmacologiques montre la panoplie d’approches possibles pour traiter les 

conséquences de la pathologie. Nous allons maintenant nous intéresser à des approches qui 

tentent d’intervenir en amont en remplaçant les cellules défectueuses ou en agissant 

directement au niveau de la cause de la MH : le gène HTT. 
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B. Thérapie cellulaire  

La MH étant caractérisée par une neurodégénérescence progressive du striatum, il est 

cohérent de s’appliquer à remplacer les cellules détruites par thérapie cellulaire. L’objectif 

est complexe puisque ces cellules devront rétablir les circuits interrompus.  

1. Les cellules fœtales 

Certains chercheurs se sont intéressés à la greffe de neuroblastes striataux fœtaux dans des 

modèles de souris (Deckel et al., 1983), de rats (Klein et al., 2013) et de primates non-

humains (Kendall et al., 1998). Leurs efforts ont été couronnés de succès puisque les 

greffons se sont correctement intégrés et les animaux ont montré une amélioration de leur 

capacité motrice (Kendall et al., 1998).  

Différentes équipes à travers le monde ont réalisés des greffes de cellules fœtales et les 

résultats sont très variables, ce qui peut s’expliquer, entre autres, par la qualité du greffon et 

de la chirurgie (Bachoud-Lévi et Perrier, 2014). L’étude française a été la première à mettre 

en avant un bénéfice. En effet, sur les 5 patients traités, 3 ont montré une augmentation de 

l’activité métabolique du striatum et une amélioration de leurs fonctions motrices et 

cognitives (Bachoud-Lévi et al., 2000a). Cependant, ce n’est pas un traitement durable 

puisque les améliorations cliniques s’estompent 4 à 6 ans après la chirurgie (Bachoud-Lévi et 

al., 2006). Cela pourrait notamment s’expliquer par un défaut de vascularisation du greffon 

(Cisbani et al., 2013). D’autre part, des problèmes logistiques, de contrôle qualité et 

d’immunogénicité compliquent l’utilisation de ces cellules (Tableau I), favorisant l’intérêt 

pour les cellules souches (Nicoleau et al., 2011).  

2. Les cellules souches pluripotentes 

Les cellules souches embryonnaires humaines (hESC) et les cellules souches pluripotentes 

induites (hiPSC) (Takahashi et al., 2007) ont un fort potentiel thérapeutique de par leur 

capacité à produire toutes les cellules du corps, dont les MSN, qui sont les neurones 

GABAergiques particulièrement affectés dans la MH. Les chercheurs utilisant ces cellules 

prometteuses ont ainsi été capables d’obtenir des neurones DARPP-32 (dopamine- and 

cAMP-regulated neuronal phosphoprotein) positifs, marqueurs des MSN, in vitro et in vivo 

(Aubry et al., 2008 ; Carri et al., 2013). De plus, les neurones dérivés des hESC ont pu corriger 
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les déficits moteurs chez un modèle de souris MH, signifiant qu’ils sont capables de reformer 

une circuiterie neuronale (Ma et al., 2012).  

La thérapie cellulaire, bien que prometteuse, est limitée par de nombreux challenges, 

comme le contrôle de la différenciation vers le type neuronal voulu, l’intégration des cellules 

dans le tissu hôte, la gestion de leur croissance pour qu’elles ne forment pas de tumeurs, 

ainsi que la réponse immunitaire suite à la chirurgie (Chen et al., 2014).  

Pour éviter les problèmes immunologiques, il est maintenant possible d’obtenir des iPSC à 

partir de cellules somatiques de patients. Ainsi l’identité cellulaire est la même et le greffon 

n’est pas rejeté. Cependant, ces cellules contenant toujours la protéine mutée, les 

symptômes de la maladie risquent de réapparaître (Chen et al., 2014). Cette approche est 

donc, pour l’instant, principalement utilisée pour modéliser la pathologie et non pour la 

traiter (Jeon et al., 2012). 

Tableau I : Avantages et inconvénients des cellules fœtales humaines et des cellules 
souches pluripotentes pour la thérapie cellulaire de la MH. 
(Nicoleau et al., 2011). 
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Une approche combinée pourrait toutefois être envisagée : les cellules somatiques seraient 

prélevées chez le patient, reprogrammées en iPSC, différenciées en cellules souches 

neurales (NSC) puis corrigées avant d’être transplantées chez le patient (Chen et al., 2014). 

Ce travail a été réalisé par une équipe américaine qui a corrigé des iPSC provenant de 

fibroblastes de patients atteints de la MH par recombinaison homologue. Cette correction 

permet de reverser le phénotype de la maladie dans les NSC, tout en conservant les 

caractéristiques pluripotentes des cellules (An et al., 2012).  

Les cellules souches mésenchymateuses (MSC) présentent également un fort intérêt car 

elles n’induisent pas ou peu de réponses immunitaires, et sécrètent une grande variété de 

cytokines et de facteurs de croissance. Elles promeuvent ainsi la régénération de leur 

microenvironnement en induisant une inhibition de l’apoptose, une stimulation de la mitose 

et de l’angiogenèse, et une réduction de l’inflammation (Caplan et Dennis, 2006). Ces 

cellules peuvent être isolées depuis différents endroits, comme le tissu adipeux et le cordon 

ombilical par exemple (Pittenger, 1999). Des MSC ont ainsi été transplantées chez les souris 

R6/2 et N171-82Q et ont induit un allongement de la durée de vie des animaux ainsi qu’une 

diminution des agrégats de muHTT et de la perte des neurones striataux (Lee et al., 2009 ; 

Moraes et al., 2012). L’effet des MSC est donc bien bénéfique, même si leur capacité à se 

différencier en neurones reste controversée. Certaines équipes ont aussi tenté de modifier 

génétiquement les MSC afin qu’elles surexpriment du BDNF. Elles ont également obtenu une 

amélioration du phénotype chez les souris YAC128 et R6/2 (Dey et al., 2010 ; Pollock et al., 

2016). Sachant que des essais cliniques de phase II utilisant des MSC pour traiter des 

maladies neurodégénératives n’ont montré aucun problème de toxicité, cette approche de 

MSC/BDNF sera bientôt en essai clinique pour la MH (Deng et al., 2016).  
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C. Thérapie génique  

La thérapie génique est une stratégie très prometteuse, qui permet généralement 

d’exprimer des protéines d’intérêt à l’aide de vecteurs viraux. 

1. Les vecteurs viraux 

De par leur capacité à faire entrer leur matériel génétique dans les cellules cibles, les virus 

ont été utilisés comme vecteurs de transfert de gènes. Il en existe de nombreux types, mais 

nous allons brièvement mentionner les trois grandes familles de virus les plus utilisées, à 

savoir les lentivirus, les adénovirus, ainsi que les AAV (adeno-associated virus), dont les 

avantages et inconvénients sont listés dans la figure 10.  

 

Figure 10 : Avantages et inconvénients des trois grands types de vecteurs viraux utilisés en 
thérapie génique.  
(Imbert et al., 2017) 

a. Les lentivirus 

Les lentivirus font partie de la famille des rétrovirus qui sont des virus enveloppés à ARN. La 

taille du génome des lentivirus varie de 8 à 12 kb, ce qui en fait un vecteur de choix étant 

donné sa grande capacité d’empaquetage (Blessing et Déglon, 2016 ; Serguera et 

Bemelmans, 2014). Les protéines d’enveloppe assurent leur tropisme. Afin d’augmenter le 

nombre de cellules cibles pouvant être infectées par les lentivirus, les protéines d’enveloppe 

sont souvent remplacées par la glycoprotéine VSV-G (vesicular stomatitis virus G) (Naldini, 

1998). Ainsi, les vecteurs lentiviraux ont un tropisme beaucoup plus large et sont capables 

de transduire à la fois des cellules en prolifération comme des cellules quiescentes telles que 

les neurones (Naldini et al., 1996). L’avantage des lentivirus/retrovirus est leur capacité à 
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induire un effet à long terme étant donné qu’ils s’intègrent dans le génome de la cellule 

hôte. Cependant, cela peut aussi avoir des conséquences néfastes, comme le témoigne le 

premier essai clinique utilisant des rétrovirus murins (MLV pour Murine leukemia virus), où 

plusieurs enfants, souffrant initialement de déficit immunitaire combiné sévère lié à l’X 

(DICS), ont développé une leucémie (Hacein-Bey-Abina, 2003). En effet, l’intégration du 

vecteur à proximité d’oncogènes peut avoir des conséquences très graves. A l’heure 

actuelle, le risque de génotoxicité est très largement diminué avec l’apparition des vecteurs 

SIN (self-inactivating) où les LTR (long terminal repeat) qui sont les promoteurs du virus, sont 

partiellement délétés (Zufferey et al., 1998). De plus, afin de réduire les risques de 

réplication du vecteur, la production des lentivirus est maintenant réalisée en quadri-

transfection, avec un plasmide transgène SIN et trois plasmides d’empaquetage pour 

exprimer les gènes gag, pol, env et rev.  

b. Les adénovirus 

Les adénovirus sont des virus à ADN double brin, non enveloppés, à capside icosaédrique. Ils 

ne s’intègrent pas dans le génome donc sont peu génotoxiques et ont une grande capacité 

de clonage (Serguera et Bemelmans, 2014). Il existe plus de 100 sérotypes différents, les 

sérotypes 2 et 5 étant les plus utilisés de par leur capacité à transduire les cellules en division 

et quiescentes. Les adénovirus ont été les premiers vecteurs a montré un transfert efficace 

de gène en transduisant les neurones et les cellules gliales après injection dans le SNC (Le 

Gal La Salle et al., 1993). Cependant, ils ne sont pas énormément utilisés en clinique à cause 

de la forte immunogénicité due à leur capside. 

c. Les AAV  

Les AAV sont largement utilisés pour réaliser des transferts de gènes efficaces. Ce sont des 

petits virus non enveloppés à ADN simple brin, ce qui limite fortement la capacité de clonage 

(inférieur à 4 kb) (Blessing et Déglon, 2016 ; Serguera et Bemelmans, 2014). Leur capside est 

composée de 3 protéines : VP1, VP2 et VP3. Il existe de nombreux sérotypes présentant des 

tropismes différents. Dans la plupart des cas, les vecteurs AAV contiennent le génome 

provenant du sérotype 2 et la capside provenant d’un autre sérotype pour obtenir un 

tropisme particulier (Agbandje-McKenna et Kleinschmidt, 2011). Comme on le voit sur le 

tableau II, les différents sérotypes sont plus ou moins efficaces pour transduire les cellules 
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neuronales ainsi que les cellules gliales. On remarque que l’AAV8, 9, rh8 et rh10 sont 

d’intérêts particuliers pour cibler les neurones. 

Tableau II : Propriétés des sérotypes principaux d'AAV dans le SNC 
(Murlidharan et al., 2014) 

 

La majorité des vecteurs AAV ne s’intègre pas dans le génome et reste dans la cellule hôte 

sous forme d’épisome (Duan et al., 1998), c’est pourquoi il est préférable d’utiliser ces 

vecteurs dans des cellules qui ne se divisent pas ou peu, comme les neurones ou les 

myocytes afin d’espérer un effet à long terme (Cearley and Wolfe, 2006). En revanche, cette 

propriété non-intégrative exclut le risque de mutagenèse insertionnelle. 

Ces trois types de vecteurs viraux ont été utilisés dans des approches de thérapie génique 

pour le traitement de la maladie de Huntington, comme détaillé ci-dessous. 

2. Les transgènes à effet thérapeutique 

a. Les facteurs neurotrophiques 

Comme décrit précédemment dans les traitements pharmacologiques, le BDNF est une cible 

thérapeutique potentielle de par son activité neuroprotectrice. Le transfert du gène BDNF en 

utilisant un adénovirus (Bemelmans et al., 1999) ou un AAV1/2 (Kells et al., 2004, 2008) a 

effectivement protégé les neurones striataux de la toxicité induite par l’acide quinolinique. 

La surexpression de BDNF a également prouvé son efficacité dans des modèles de souris 

(Giampà et al., 2013; Xie et al., 2010) et de rats transgéniques (Connor et al., 2016).  
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D’autres facteurs sont également intéressants d’un point de vue thérapeutique, comme le 

CNTF (Ciliary NeuroTrophic Factor). En effet, une injection d’adénovirus-CNTF dans le 

striatum de rats permet de protéger les neurones de la toxicité induite par 3-NPA (Mittoux 

et al., 2002). Une approche différente à également été testée : des fibroblastes (cellules BHK 

pour Baby Hamster Kidney) ont été génétiquement modifiés pour produire du CNTF humain, 

puis encapsulés et implantés dans le striatum de primates non-humains, dans lesquels la MH 

a été modélisée par injections de 3-NPA (Mittoux et al., 2000). La chirurgie a été bien tolérée 

et a permis une neuroprotection ainsi qu’une amélioration des symptômes moteurs et 

cognitifs. Une étude clinique de phase I a été réalisée selon ce procédé : il ne montre pas de 

toxicité, mais le protocole nécessite des optimisations car certaines capsules n’ont pas 

délivré suffisamment de CNTF (Bachoud-Lévi et al., 2000b ; Bloch et al., 2004). 

b. Les protéines chaperonnes  

L’utilisation de molécules chaperonnes peut avoir deux intérêts : le premier est d’intervenir 

dans le repliement des molécules mutées, et le deuxième est relatif à un mécanisme appelé 

autophagie médiée par les protéines chaperonnes (CMA) (Kaushik et Cuervo, 2012).  

La première utilisation se base sur le fait que certaines protéines chaperonnes, comme 

Hsp104, ont la capacité de restructurer des protéines avec un repliement incorrect. La 

surexpression de hsp104 et hsp27 à l’aide d’un lentivirus dans un modèle de rat empêche la 

perte neuronale dans le striatum (Perrin et al., 2007). D’autre part, cela modifie la 

biodistribution des agrégats puisqu’il y a une augmentation du nombre d’inclusions 

cytoplasmiques et une diminution des agrégats nucléaires. 

Dans le but d’induire le mécanisme de CMA spécifiquement pour muHTT, un groupe 

japonais a mis au point une molécule de fusion contenant des motifs de liaison pour des 

protéines chaperonnes et pour une expansion de polyglutamine (Bauer et al., 2010). Après 

injections intrastriatales d’AAV recombinants codant pour cette protéine de fusion, cette 

équipe a montré une augmentation de la dégradation de muHTT par le CMA ainsi qu’un 

allongement de la durée de vie des souris R6/2 accompagné d’une amélioration du 

phénotype.  
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c. PA28γ, un activateur du protéasome 

Récemment, une équipe coréenne s’est intéressée à un activateur du protéasome : PA28γ. 

L’injection d’un lentivirus permettant l’expression de cette protéine dans le striatum de 

souris YAC128 a montré une augmentation de l’activité du protéasome, une amélioration 

des troubles moteurs et une correction des déficits en BDNF (Jeon et al., 2016). 

d. Le cholestérol  

La dérégulation du métabolisme du cholestérol est une caractéristique des maladies 

neurodégénératives en général. En effet, l’expression des enzymes impliquées dans la 

biosynthèse du cholestérol est souvent impactée (Boussicault et al., 2016). En particulier, le 

niveau d’expression de l’enzyme CYP46A1 est diminué dans le striatum des patients et des 

modèles murins MH. L’injection d’AAV2/rh10-CYP46A1 dans le striatum des souris R6/2 a 

pour conséquence de rétablir les niveaux de cholestérol et autres métabolites de sa voie de 

biosynthèse. De plus, les déficits moteurs ainsi que l’atrophie du striatum sont améliorés par 

cette stratégie. 

3. Les approches de genome editing 

a. Les protéines à doigt de zinc 

 Les protéines à doigt de zinc (ZFP pour Zinc Finger Protein) sont capables de se lier à l’ADN 

et sont à l’origine impliquées dans la régulation de la transcription de certains gènes. Des 

chercheurs ont utilisé cette propriété et ont modifié le site de liaison à l’ADN pour que les 

ZFP soient capables de reconnaitre les répétitions CAG (Garriga-Canut et al., 2012). Ainsi, en 

injectant dans le striatum de souris R6/2 un AAV2/1 pour exprimer une ZFP modifiée, ils 

montrent une répression de l’expression de HTT conduisant à une réduction des agrégats 

protéiques ainsi qu’à une amélioration des symptômes de la MH.  

b. Le système CRISPR/Cas9 

La découverte récente du système CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats)/Cas9 a permis d’éditer de nombreux gènes, et HTT ne déroge pas à la 

règle. Ce procédé nécessite la co-expression d’un guide d’ARN (gRNA) et d’une endonucléase 

à ADN nommée Cas9 (Hsu et al., 2014). Le gRNA est dessiné afin de cibler le gène d’intérêt 

en amont d’un motif PAM (Protospacer-Adjacent Motif) ce qui va permettre le recrutement 
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de l’enzyme Cas9 qui va alors induire une coupure de l’ADN. Cette coupure peut ensuite être 

réparée par deux mécanismes distincts : soit par jonction d’extrémités non homologues 

(NHEJ), soit par recombinaison homologue (HR).  

Un groupe américain a utilisé un lentivirus permettant l’expression du système CRISPR/Cas9 

dans des MSC provenant de souris YAC128 (Kolli et al., 2017). Les chercheurs ont introduit 

deux gRNA ciblant de part et d’autre des répétitions CAG du gène HTT, ce qui a eu pour 

conséquence de diminuer très fortement l’expression de muHTT.  

En parallèle, un groupe chinois a supprimé de manière permanente l’expression de HTT dans 

le striatum de souris CAG140KI (Yang et al., 2017) en utilisant un AAV porteur du système 

CRISPR/Cas9. La réduction de HTT dans les cellules neuronales du striatum réduit les 

troubles moteurs et les symptômes neurologiques. Cependant, cette technologie est non 

spécifique, et ne permettrait pas de distinguer l’allèle muté de l’allèle sauvage dans des 

cellules humaines. Dans cette étude, les chercheurs montrent que la déplétion de HTT chez 

la souris adulte homozygote CAG140KI n’est pas délétère (Yang et al., 2017). 

Plusieurs études montrent aussi l’inactivation allèle-spécifique du gène HTT, en ciblant un 

SNP (Single Nucleotide Polymorphism) qui va altérer un motif PAM dont la séquence 

nucléotidique est NGG. Comme représenté sur la figure 11, les gRNA vont se fixer de part et 

d’autre des répétitions CAG, et la Cas9 va couper l’ADN où le motif PAM est correctement 

établi, à savoir sur le chromosome contenant le gène HTT muté (Malkki, 2016 ; Monteys et 

al., 2017 ; Shin et al., 2016). Cela conduit à une NHEJ avec une très grande délétion de l’exon 

1, et donc à une diminution de l’expression de muHTT. Des injections de rAAV2/1 dans le 

striatum des souris BACHD permettant l’expression des gRNA et de l’enzyme Cas9 

démontrent également l’efficacité de ce système in vivo (Monteys et al., 2017). 
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Figure 11 : Représentation d’une approche CRISPR-Cas9 permettant une délétion 
spécifique du gène muté. 
PAM : protospacer adjacent motif ; SNP : single-nucleotide polymorphism ; gRNA : guide RNA, (Malkki, 2016).  

Afin de réduire les effets off target susceptibles de survenir lors de l’utilisation du système 

CRISPR/Cas9, l’équipe du Pr. Déglon a développé une Cas9 capable de s’auto-inactiver, 

appelée Kamicas9 (travaux présentés lors de la conférence CHDI 2017). L’expression 

transitoire de cette enzyme sécurise ce système et pourrait conduire à une potentielle 

application pour les maladies neurodégénératives. 

D. Le mécanisme d’ARN interférence 

L’ARN interférence est un mécanisme très efficace pour diminuer l’expression d’un gène, 

comme schématisé dans la figure 12. Les micro-ARN (miRNA), qui font partie des ARN non-

codants, sont transcrits sous forme de précurseurs appelés pri-miRNA. Ils sont ensuite 

transformés en pre-miRNA grâce à l’endonucléase Drosha, puis pris en charge par 

l’exportine-5 pour permettre leur sortie du noyau où ils sont clivés par l’enzyme Dicer 

formant ainsi un duplex de miRNA (Fellmann et Lowe, 2013). Ce duplex est ensuite incorporé 

dans un complexe multi-protéique baptisé RISC (RNA-induced silencing complexe) qui va 

induire sa dissociation. L’un des brins du duplex de miRNA sert alors de guide pour se lier à 

l’ARN cible et induit ainsi sa dégradation ou le blocage de sa traduction. 
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Figure 12 : Schéma du mécanisme d’ARN interférence et des outils nécessaires pour 
induire la diminution de l’expression d’un gène. 
La machinerie peut être utilisée à différents endroits, par l’introduction de shRNA, siRNA ou miRNA, (Fellmann 
et Lowe, 2013). 

Une des approches thérapeutiques pour diminuer l’expression d’un gène consiste à utiliser 

des siRNA synthétiques, ou à reproduire plus fidèlement la biosynthèse des miRNA en 

utilisant des shRNA (small hairpin RNA). Ces molécules sont délivrées soit grâce à des 

vecteurs viraux, permettant une expression constante et durable des miRNA et shRNA 

(Fellmann et Lowe, 2013), soit grâce à des agents transfectants pour les siRNA synthétiques. 

Dans le cadre de la MH, le but est de diminuer l’expression de la huntingtine selon trois 

grandes stratégies détaillées ci-dessous : une diminution globale, appelée allèle non 

spécifique, ou une diminution spécifique de l’allèle muté en ciblant soit les répétitions CAG, 

soit les polymorphismes (SNP, pour Single-Nucleotide Polymorphism).  
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1. Diminution du gène de manière allèle non spécifique 

Après avoir établi la preuve de principe de l’efficacité d’un siRNA ciblant l’exon 1 du gène 

HTT in vitro (Liu et al., 2003), cette molécule a été injectée par voie intracérébroventriculaire 

(ICV), avec un agent transfectant de type lipofectamine, dans des souris R6/2 qui montrent 

alors une diminution des inclusions nucléaires ainsi qu’un allongement de la durée de vie 

(Wang et al., 2005). Les siRNA peuvent aussi être conjugués à du cholestérol afin d’améliorer 

l’entrée dans les neurones (DiFiglia et al., 2007).  

En utilisant un AAV2/1 permettant l’expression d’un shRNA ciblant l’exon 2 de HTT, et en 

l’injectant dans le striatum des souris N171-82Q, les chercheurs ont constaté une 

amélioration des problèmes moteurs (Harper et al., 2005). De manière intéressante, certains 

shRNA se sont révélés toxiques pour les neurones du striatum, même lorsqu’ils n’ont aucun 

effet sur HTT. Cependant, lorsque la même séquence est exprimée sous-forme de miRNA, la 

toxicité n’est plus visible (McBride et al., 2008). Cette stratégie a été validée par une autre 

équipe qui a utilisé un AAV2/5 afin d’exprimer un shRNA ciblant la région 5’UTR du 

transgène HTT chez la souris R6/1. La réduction des inclusions intranucléaires de muHTT 

entraîne un retard de l’apparition du phénotype de la MH chez ces souris (Rodriguez-Lebron 

et al., 2005). L’effet neuroprotecteur de cet AAV a également été montré dans un modèle de 

rat (Franich et al., 2008). Dans ces études, les modèles utilisés sont des animaux 

transgéniques qui possèdent également les 2 allèles Hdh murins endogènes. Les chercheurs 

ont donc également cherché à diminuer l’expression de Hdh murin, afin de savoir si la 

stratégie allèle non spécifique visant à diminuer également la huntingtine sauvage n’a pas de 

conséquence délétère sur l’organisme. Ainsi, une étude a utilisé un vecteur lentiviral pour 

exprimer différents shRNA ciblant à la fois le transcrit HTT humain et murin, et montre 

qu’une diminution partielle de HTT sauvage semble bien tolérée, même si cela altère 

différentes voies de signalisation associées avec la fonction de la huntingtine (Drouet et al., 

2009). A l’aide d’un AAV2/1-miRNA, une autre étude confirme la tolérabilité du cerveau face 

à une diminution de 75% du niveau de HTT sauvage pendant quelques mois (Boudreau et al., 

2009).  
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2. Diminution du gène de manière allèle spécifique 

a. En ciblant les SNP 

Etant donné qu’une base non-appariée est suffisante pour bloquer la machinerie RISC et 

donc la dégradation de l’ARNm qui en découle, il est possible d’utiliser des siRNA qui 

peuvent discriminer l’allèle muté de l’allèle sauvage. En effet, si le siRNA cible une région 

contenant un SNP, le clivage de l’ARNm va avoir lieu uniquement pour l’allèle contenant la 

base complémentaire au siRNA, alors que l’autre allèle va peu ou pas être impacté (Bilsen et 

al., 2008 ; Lombardi et al., 2009 ; Schwarz et al., 2006). Puisque de nombreux SNP sont 

associés avec la MH, différentes équipes ont utilisé des siRNA pour induire une diminution 

spécifique de l’allèle muté. 

b. En ciblant les répétitions CAG 

Les chercheurs essaient d’adapter la technologie d’ARN interférence pour cibler les 

répétitions CAG. Compte tenu de la taille des shRNA ou siRNA, de 19 à 23 nucléotides en 

général, il semblerait  difficile que ces molécules soient capables de différencier l’allèle muté 

de l’allèle sauvage. Cependant, différentes études ont montré que les structures secondaires 

sont différentes en fonction de la longueur de la queue polyglutamine (Busan et Weeks, 

2013). De plus, la région 5’UTR en amont ainsi que la région codant pour les répétitions de 

proline (principalement des CCG) en aval des répétitions CAG forment dans l’ensemble une 

structure complexe représentée dans la figure 13. Ainsi, il est possible de tirer profit de ces 

différences structurelles. De manière intéressante, les siRNA « standards » qui vont 

reconnaître les répétitions CAG entraînent une dégradation de l’ARNm HTT via la machinerie 

RISC, sans sélectivité. Cependant, l’ajout de base(s) non-appariée(s) au sein du siRNA induit 

une très forte sélectivité en diminuant uniquement la huntingtine mutée (Fiszer et al., 2011, 

2013 ; Hu et al., 2010 ; Yu et al., 2012). Il semblerait que ces siRNA avec mutation aient un 

mécanisme différent puisqu’ils n’entraînent pas de diminution de l’ARNm HTT. Il est très 

probable que ces siRNA soient capables de bloquer la traduction, étant donné que les 

répétitions CAG sont situées à seulement 51 nucléotides du site de début de traduction 

(Zhang et Friedlander, 2011).  
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Figure 13 : Représentation de la structure secondaire des transcrits HTT sauvage (17 
répétitions CAG) et muté (41CAG). 
En vert : la région 5’UTR, en orange : les répétitions CAG, en bleu : les répétitions CCN, (Busan et Weeks, 2013). 

 

E. Les oligonucléotides antisens 

Il est également possible de réguler l’expression d’un gène en utilisant des oligonucléotides 

antisens (ASO). Ces stratégies antisens appliquées à la maladie de Huntington font l’objet de 

ma thèse, et vont être particulièrement développées dans la partie suivante. 
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III. Les stratégies antisens comme outils thérapeutiques  

A. Les oligonucléotides antisens 

Les oligonucléotides antisens sont des enchaînements de nucléotides simples brins, de type 

ADN ou ARN, généralement de 12 à 22 bases, qui se lient à un ARN cible afin d’en moduler 

l’expression. Une première preuve de principe, établie à la fin des années 1970, a démontré 

leur capacité à diminuer l’expression d’un gène en inhibant la traduction (Stephenson et 

Zamecnik, 1978). De nombreuses autres applications ont depuis été développées, 

notamment grâce aux optimisations réalisées consistant à protéger davantage l’ASO tout en 

en améliorant son hybridation à sa cible. 

1. Modifications chimiques  

Les oligonucléotides de type ADN ou ARN étant rapidement dégradés par des endo- et des 

exonucléases, des modifications chimiques ont dû être apportées, comme le remplacement 

des liaisons phosphodiesters (PO) des nucléotides par des liaisons phosphorothioates (PS). 

Cette modification permet en effet de diminuer leur dégradation par des nucléases (Potter 

et al., 1983) et ainsi d’augmenter leur durée de vie de 9 heures dans du sérum, au lieu de 30 

minutes pour les oligonucléotides non modifiés (Campbell et al., 1990). Les PS sont en effet 

capables de se lier aux protéines sériques, ce qui améliore la biodistribution de l’ASO, sans 

inhiber l’activité de la RNAse H (Rifai et al., 1996). 

En plus des liaisons PS, les ASO peuvent subir d’autres modifications afin d’augmenter 

notamment leur affinité avec l’ARN cible (Figure 14) (Geary et al., 2001; Lubini et al., 1994; 

Peng Ho et al., 1998). Par exemple, les ASO-ARN peuvent être modifiés au niveau du carbone 

2’ de leur ribose par ajout d’un groupement méthyle ou méthoxy-éthyle conduisant 

respectivement à l’obtention de 2’O-méthyle (2’OMe) et 2’O-méthoxy-éthyle (2’MOE). Ces 

modifications ont pour conséquence d’augmenter l’affinité des oligonucléotides pour leur 

ARN cible ainsi que leur résistance aux nucléases et également de réduire leur toxicité. En 

revanche, ces modifications ne permettent pas l’activation de la RNAse H. 
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Figure 14 : Structures chimiques des différents ASO. 
2’OMe : 2’OMethyl, 2’MOE : 2’OMethoxyethyl, LNA : Locked nucleic acid, PMO : phosphorodiamidate 
morpholino oligomer, PNA : Peptide nucleic acid, bc-DNA : Bicyclo-DNA, tc-DNA : Tricyclo-DNA, (Goyenvalle et 
al., 2016). 

 

Certaines modifications s’éloignent de la structure de base des nucléotides, comme c’est le 

cas du PMO (phosphorodiamidate morpholino oligomer) par exemple, qui dérive de la 

morpholine (Heasman, 2002). Les PMO ne sont pas chargés comme les ASO classiques de 

type PO ou PS, c’est pourquoi on parle de PMO « neutres » en raison de leurs liaisons 

phosphorodiamidates. Les PNA (Peptide nucleic acid) sont aussi neutres de par leur liaison 

amide. Ils sont souvent couplés à d’autres molécules, notamment à des peptides, pour 

améliorer leur assimilation par les cellules (Hu et Corey, 2007). D’autres modifications 

donnent une forme plus contrainte à la molécule, comme les LNA (pour Locked nucleic acid), 

bc-DNA (bicycloDNA) et TcDNA (TricycloDNA) grâce à l’introduction de cycles dans le sucre 

des nucléotides (Frieden et al., 2003 ; Renneberg et Leumann, 2002 ; Renneberg et al., 

2002). Ainsi, l’hybridation aux ARN cibles est encore améliorée en comparaison des 2’OMe 

et 2’MOE. Dans mon projet de thèse, je me suis particulièrement intéressée aux TcDNA, 

utilisés depuis plusieurs années dans mon laboratoire. C’est pourquoi nous nous attarderons 

davantage sur cette chimie.  
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2. Tricyclo-DNA : un nouvel analogue nucléotidique aux propriétés 

prometteuses 

Les TcDNA ont fait leur apparition à la fin des années 1990 (Steffens et Leumann, 1997), et 

font partie des analogues « contraints » de l’ADN, diminuant ainsi la flexibilité du squelette 

phosphate-sucre afin de préparer structurellement l’ASO à former un duplex. Cela génère 

donc des complexes plus stables, avec une stabilité thermique augmentée de 1,2°C par 

modification avec l’ADN complémentaire et de 2,4°C avec l’ARN (Renneberg et Leumann, 

2002). De par leur capacité à se lier très fortement aux ARN, il est possible de diminuer la 

longueur des ASO. En effet, les ASO de 15 nucléotides sont aussi efficaces que ceux de 13 

nucléotides (Relizani et al., 2017). Tout comme les autres modifications citées 

précédemment, les TcDNA sont très résistants contre les nucléases et ne permettent pas 

l’activation de la RNAse H. Cependant, ces molécules peuvent être utilisées en gapmer, 

comme nous le verrons plus tard, afin d’induire la dégradation de l’ARNm cible. 

Mon équipe a démontré l’efficacité de cette nouvelle classe d’ASO dans différentes maladies 

neuromusculaires, comme la myopathie de Duchenne ainsi que l’amyotrophie spinale pour 

induire respectivement le saut ou la réinclusion d’exons (Goyenvalle et al., 2015; Robin et 

al., 2017). Ces travaux ont également prouvé leur capacité à traverser la barrière hémato-

encéphalique (BHE) après injections intraveineuses et sous-cutanées. Ainsi, les TcDNA sont 

les seuls ASO capables de traverser la BHE, ce qui en fait une chimie de choix pour les 

maladies neurodégénératives, comme la MH, qui présentent également une composante 

systémique. 

3. Mécanismes d’action des ASO 

Les mécanismes cellulaires permettant l’entrée des ASO dans la cellule et dans le noyau 

restent encore mal compris (Crooke, 2017). Ces molécules sont cependant capables de 

réguler l’expression d’un gène selon différents mécanismes, soit par activation de la RNAse 

H, soit par blocage stérique (Figure 15).  
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Figure 15 : Mécanismes d’action des ASO pour moduler l’expression d’un gène. 
A. Les ASO gapmer activent la RNAse H et induisent une dégradation de l’ARNm cible. B. Les ASO gapmer 
peuvent également cibler spécifiquement le transcrit muté, notamment grâce aux SNP. C. Les ASO peuvent 
aussi inhiber le mécanisme de traduction en empêchant par exemple la fixation des ribosomes. D. La liaison des 
ASO à des sites d’épissage peut ainsi induire un saut d’exon ou, à l’inverse, la réinclusion d’exon, (Evers et al., 
2015).  
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La RNAse H est une enzyme endogène capable de reconnaître les hybrides ARN/ADN et de 

dégrader l’ARN (Cerritelli et Crouch, 2009). Les ASO peuvent donc activer cette enzyme pour 

dégrader l’ARNm cible et ainsi induire une diminution de l’expression de la protéine 

correspondante.  

Comme décrit précédemment, les modifications apportées aux ASO, certes indispensables 

pour augmenter leur durée de vie, empêchent la RNAse H d’agir. Ainsi, des ASO chimères, 

appelés gapmer, ont fait leur apparition (Monia et al., 1993). Ils sont modifiés uniquement 

aux extrémités, ce qui les protègent des nucléases, mais ils contiennent en leur centre au 

moins cinq nucléotides non modifiés afin de permettre l’activation de la RNAse H. Ces 

gapmer peuvent ainsi induire un silencing total de la protéine d’intérêt (figure 15A), ou viser 

uniquement la protéine mutée en ciblant un SNP par exemple (figure 15B) (Evers et al., 

2015). 

Les ASO peuvent également être utilisés pour bloquer stériquement la machinerie cellulaire. 

Par exemple, ils peuvent empêcher les sous-unités du ribosome de se fixer et ainsi inhiber la 

traduction de l’ARNm cible (figure 15C). Ils peuvent aussi masquer des sites importants 

d’épissage et ainsi moduler ce dernier (figure 15D). Pour ces deux derniers mécanismes, les 

ASO sont entièrement modifiés car ils doivent être résistants à la RNAse H pour ne pas 

induire son activation (Evers et al., 2015).  

4. Les ASO pour la MH 

Les ASO représentent à l’heure actuelle une approche thérapeutique très prometteuse pour 

de nombreuses pathologies, avec différents essais cliniques en cours (Lundin et al., 2015). 

Récemment, la FDA a d’ailleurs approuvé l’utilisation comme médicament de l’Eteplirsen, un 

PMO, pour la dystrophie musculaire de Duchenne et du Nusinersen (maintenant nommé 

Spinraza), un 2’MOE, pour l’amyotrophie spinale (Stein et Castanotto, 2017). 

Les ASO sont d’un intérêt particulier pour les maladies neurodégénératives, dans la mesure 

où ils peuvent être injectés directement dans le SNC. En effet, cela empêche notamment les 

ASO d’être pris en charge et éliminés par le foie et les reins et augmente donc leur durée de 

vie dans le tissu cible (Evers et al., 2015).  
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Dans le cadre de la MH, il est nécessaire de garder en mémoire que la plupart des patients 

sont hétérozygotes et possèdent donc un allèle muté et un allèle sauvage. Ainsi, les 

stratégies de silencing utilisant des ASO gapmer se différencient par leur spécificité vis-à-vis 

de l’allèle muté, comme représenté sur la figure 16 (Merienne et Déglon, 2015).  

 
Figure 16 : Les approches de silencing dans la MH. 
1. Stratégie allèle non spécifique : l’ASO cible l’ARNm HTT et va induire une diminution de l’expression des deux 
allèles. 2. Stratégie allèle spécifique : l’ASO cible les répétitions CAG pour induire une diminution spécifique de 
l’allèle muté. 3. Stratégie allèle spécifique : l’ASO cible un SNP pour induire une diminution spécifique de l’allèle 
muté, (Merienne et Déglon, 2015). 

D’autre part, des ASO entièrement modifiés peuvent être utilisés pour des stratégies de 

blocage de la traduction ou de régulation de l’épissage. L’ensemble de ces approches est 

décrit ci-dessous.   

a. Inactivation du gène de manière allèle non spécifique  

De la même façon qu’évoqué précédemment avec le mécanisme d’ARNi, l’utilisation d’ASO 

ciblant l’ARNm HTT peut induire une diminution de l’expression des deux allèles. 

L’entreprise américaine Isis, nouvellement renommée Ionis, a montré des résultats très 
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encourageants avec des 2’MOE gapmer (Kordasiewicz et al., 2012). En effet, l’infusion, à 

50µg/jour pendant deux semaines, d’un ASO ciblant l’exon 36 de HTT humain dans le 

ventricule latéral droit de souris BACHD entraîne une diminution du niveau d’ARNm et de 

protéine HTT mutée humaine. Cette diminution persiste pendant 12 semaines, avec un 

retour au niveau basal à 16 semaines. Etant donné que l’ASO est spécifique de HTT humain, 

l’ARNm et la protéine HTT murins endogènes ne sont pas impactés. L’infusion dans le liquide 

céphalorachidien (LCR) montre une biodistribution diffuse, puisque la molécule est 

retrouvée dans les neurones de la plupart des régions cérébrales, comme le cortex frontal, le 

striatum, le thalamus et le tronc cérébral. Cette étude remarque aussi que les ASO ne 

s’accumulent pas seulement dans les neurones mais aussi dans des cellules non-neuronales 

comme les astrocytes. De manière intéressante, le silencing de HTT est effectif du côté 

ipsilatéral mais également du côté contralatéral, confirmant la diffusion efficace des ASO. De 

plus, la diminution de HTT est significative dans toutes les parties du cerveau, sauf dans le 

cervelet. Le même protocole expérimental a été réalisé chez des souris YAC128 de 3 et 6 

mois, qui possèdent un phénotype plus marqué. La diminution de la huntingtine humaine 

est également observée. Les fonctions motrices des souris ont aussi été évaluées, 

notamment grâce au rotarod, un test consistant à placer la souris sur un cylindre tournant, 

et à mesurer le temps s’écoulant avant la chute de l’animal. Ces données nous permettent 

de constater que les souris traitées à l’âge de 3 mois se comportent pratiquement comme 

des animaux sauvages 2 mois après la fin du traitement. La réversion du phénotype est 

néanmoins plus difficile lorsque les souris sont traitées à un âge plus tardif (6 mois).  

Des souris BACHD de 6 mois ont également été traitées de la même façon et suivies pendant 

9 mois (Kordasiewicz et al., 2012). Là encore, les résultats sont très prometteurs puisque 9 

mois après traitement, les souris BACHD présentent une amélioration des fonctions motrices 

mais aussi comportementales avec une diminution de l’anxiété. Les agrégats de 

polyglutamine sont également diminués. Cela est d’autant plus remarquable que le niveau 

de muHTT est redevenu normal. Ces résultats montrent que l’effet bénéfique persiste plus 

longtemps que le silencing de la HTT. 

Ces précédents résultats ont montré une diminution spécifique de muHTT humaine, et ne 

permettent donc pas de savoir si la suppression simultanée de HTT sauvage aurait un effet 

délétère. Pour répondre à cette question, les chercheurs américains ont alors utilisé un 
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2’MOE capable de diminuer également l’expression de HTT murine (Kordasiewicz et al., 

2012). Ils démontrent ainsi qu’une réduction de 75% de HTT murine pendant 3 mois, en plus 

de la diminution de muHTT, entraîne aussi une réversion du phénotype et n’affecte pas 

l’activité motrice des souris. Cela semble donc être bien toléré par l’organisme murin.  

Afin de déterminer la biodistribution du 2’MOE dans un cerveau plus complexe, ils ont infusé 

des primates non-humains par voie intrathécale avec un 2’MOE spécifique de HTT de 

macaques rhésus pendant 21 jours à 4mg/jour (Kordasiewicz et al., 2012). La distribution de 

l’ASO dans le cerveau de singe est très large puisque l’on en retrouve notamment dans le 

cortex, le striatum (en particulier dans les MSN), l’hippocampe, le cervelet, et la moelle 

épinière.  

L’ensemble de ces résultats pré-cliniques informe non seulement sur la bonne tolérance de 

la diminution de HTT sauvage, mais également sur l’efficacité de la molécule à réverser le 

phénotype à long terme. D’autre part, la biodistribution diffuse de l’ASO est également un 

point important étant donné que la MH n’est pas une pathologie limitée au striatum. 

Le 2’MOE ciblant l’exon 36 du gène HTT humain, appelée IONIS HTTRx (ou ISIS 443139), est 

actuellement en essai clinique de phase I/II. Les patients qui ont reçu cette molécule par voie 

intrathécale ne montrent jusqu’à maintenant aucun effet secondaire lié à une potentielle 

toxicité.  

b. Inactivation du gène de manière allèle spécifique  

i. En ciblant les SNP 

De la même manière  que pour les approches d’ARNi, il est possible d’induire une diminution 

spécifique de l’allèle muté en ciblant un SNP permettant de discriminer les deux types de 

transcrits avec un ASO. Cependant, la machinerie d’ARN interférence n’agit que dans le 

cytoplasme sur l’ARNm mature : seuls les SNP présents dans les exons peuvent donc être 

atteints. A l’inverse, les ASO peuvent pénétrer dans le noyau et agir sur le pré-ARNm, 

augmentant ainsi le nombre de SNP pouvant être ciblés. Ainsi, après avoir identifié un 

nombre important de SNP dans le gène HTT humain, le groupe du Pr. Hayden a développé 

un 2’MOE gapmer ciblant un SNP présent chez 49% de la population atteinte par la MH 

(Carroll et al., 2011). Cette molécule a démontré son efficacité in vitro dans des neurones et 
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in vivo après injections intrastriatales dans la souris BACHD en diminuant uniquement le 

niveau protéique de muHTT. Différentes études ont ensuite cherché à améliorer l’efficacité 

et la sélectivité de ces séquences, notamment en réduisant le nombre de nucléotides non-

modifiés à l’intérieur de l’ASO, en positionnant de manière stratégique le SNP, et également 

en ajoutant d’autres modifications comme le « S-constrained ethyl » (cEt) (Østergaard et al., 

2013 ; Skotte et al., 2014). L’incorporation de cette modification (nouvelle génération d’ASO 

développée par IONIS) augmente significativement la durée de vie de la molécule. En effet, 

16 semaines après une injection ICV de 300µg de 2’MOE (ancienne génération) dans les 

souris humanisées Hu97/18, le niveau protéique de muHTT revient à un niveau basal alors 

qu’après une injection de l’ASO-cEt (nouvelle génération), le niveau protéique est encore 

réduit 36 semaines après. La biodistribution est similaire à ce qui avait été précédemment 

décrit pour les ASO, à savoir qu’après une injection ICV, l’ensemble du cerveau contient la 

molécule. En conséquence, le silencing de muHTT est visible dans toutes les structures, mais 

dans une moindre mesure dans le cervelet. Des études de doses ont également été réalisées 

et montrent qu’une faible quantité de 25µg suffit à diminuer significativement le niveau 

d’ARNm et de protéine muHTT chez Hu97/18. De plus, la plus forte dose (500µg) n’a pas 

induit de signes particuliers de neuroinflammation, attestant de la bonne tolérance de cette 

molécule (Southwell et al., 2014). 

L’ensemble de ces résultats apporte la preuve que cette stratégie est efficace et spécifique 

de l’allèle muté, ce qui présente un fort avantage pour la translation de cette approche en 

clinique. Cependant, bien que de nombreux SNP aient été détectés chez les patients, aucun 

n’a été retrouvé en commun dans l’ensemble de cette population (Kay et al., 2015). Il 

faudrait alors cibler 3 SNP différents, avec 3 ASO différents, pour pouvoir traiter environ 80% 

des personnes atteintes de la MH. Il s’agit par conséquent d’une approche de médecine 

personnalisée nécessitant de génotyper les patients afin d’utiliser une molécule appropriée 

(Kay et al., 2014b).  

ii. En ciblant les répétitions CAG 

Comme nous l’avons précédemment expliqué dans la partie ARN interférence, les 

différences de nombre de répétitions CAG entre l’allèle muté et l’allèle sauvage peuvent 

permettre de les discriminer. L’équipe du Pr. Corey a utilisé des PNA conjugués à différents 

peptides ainsi que des LNA (Hu et al., 2009b, 2009a). Ces molécules ciblent les répétitions 
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CAG, mais également les jonctions 5’ et 3’ des répétitions afin d’augmenter la spécificité 

pour les transcrits HTT. A l’exception de la molécule ciblant la jonction 5’, les ASO (1µM) 

induisent une diminution spécifique de muHTT lorsqu’ils sont mis en contact avec une lignée 

de fibroblastes provenant de patients MH (17/69 CAG) sans agent transfectant. Le niveau de 

l’ARNm HTT n’est pas impacté, ce qui est cohérent avec un mécanisme d’inhibition de la 

traduction. D’autre part, le PNA ciblant les répétitions ne semble pas modifier l’expression 

de différentes protéines issues de gènes contenant également des CAG, comme TBP (TATA 

box binding protein, 19 CAG), ATN1 (atrophin-1, 15 CAG) et FOXP2 (forkhead boc protein P2, 

40 CAG-CAA). Sur des MSN provenant de YAC128, l’ajout de ce PNA est neuroprotecteur 

contre la toxicité induite par le glutamate. Différentes modifications chimiques et 

combinaisons, réalisées pour augmenter la spécificité, ont été testées in vitro (Gagnon et al., 

2010). Cette stratégie peut également être utilisée pour d’autres maladies par expansion de 

polyglutamine, comme pour l’ataxie spinocérébelleuse (Hu et al., 2011). L’équipe du Pr. 

Corey confirme donc que la liaison des ASO avec les ARNm induit un blocage de la traduction 

sans impacter les niveaux de transcrits (Gagnon et al., 2010).  

 

Une autre équipe s’est intéressée à l’usage des PMO pour cibler les répétitions CAG. Cette 

chimie a déjà fait ses preuves pour la dystrophie musculaire de Duchenne (DMD), et a 

également montré de bons résultats pour la dystrophie myotonique de Steinert (DM1) 

(Wheeler et al., 2009). Le potentiel des PMO a donc également été testé pour la MH, en 

ciblant les répétitions CAG et les régions voisines (Sun et al., 2014). Ces molécules sont 

capables de diminuer spécifiquement le niveau de muHTT dans des lignées de fibroblastes 

dérivés de patients mais aussi dans 2 modèles murins après injections ICV de 100µg de PMO-

CTG25 ou CTG28. Il est intéressant de noter que le PMO-CTG22, le plus court, inhibe 

totalement l’expression protéique de HTT, de manière allèle non spécifique. Cette équipe ne 

montre également pas de diminution des transcrits HTT et confirme donc l’hypothèse d’un 

blocage de la traduction (Sun et al., 2014). A l’inverse, une équipe hollandaise utilise des 

2’OMe complètement modifiés, qui n’activent donc pas la RNAse H, mais entraînent une 

diminution du niveau de transcrits HTT (Evers et al., 2011). 

Ces études précliniques ont démontré des résultats très encourageants et confirment 

l’efficacité des approches de silencing médiée par des ASO. 
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c. Diminution du clivage de la protéine par saut d’exon  

De nombreuses études ont rapporté l’importance de l’implication des clivages 

protéolytiques dans la physiopathologie de la MH (Graham et al., 2006 ; Pouladi et al., 2008). 

En effet, les fragments N-terminaux, composants principaux des agrégats, semblent plus 

toxiques que la forme HTT longue. Trois sites de clivage semblent particulièrement 

importants : les motifs de caspase 3, en position 513 et 552, et le motif caspase 6 en position 

586. Des mutations au niveau de ces sites diminuent la toxicité et les agrégats in vitro. Il a 

également été montré qu’une mutation en position 586, qui entraîne une perte du site de 

caspase 6, réverse le phénotype de la souris YAC128, alors que les mutations en positions 

513 et 552 n’ont aucun effet. Il semblerait donc que le clivage par la caspase 6 soit 

particulièrement important dans le processus de la MH.  

Comme évoqué précédemment dans les mécanismes des ASO, ces molécules peuvent être 

utilisées pour moduler l’épissage, et notamment pour sauter des exons. Ainsi, une équipe 

hollandaise a développé des 2’OMe afin de sauter les exons 12 et 13 contenant ces 3 sites de 

clivage, dans le but d’obtenir une protéine, certes plus courte, mais qui ne pourra plus être 

clivée et générer des fragments N-terminaux toxiques (Evers et al., 2014). Pour cela, les 

chercheurs ont dessiné différents ASO et l’un d’eux, nommé 12.1, entraîne in vitro un saut 

partiel de l’exon 12 dû à l’activation d’un site cryptique d’épissage (figure 17). Même si ce 

n’était pas le résultat attendu, cela permet tout de même d’éliminer les sites de clivage en 

positions 552 et 586. 

 

Figure 17 : Représentation des exons contenant les sites de clivage et du saut partiel de 
l’exon 12 obtenu avec le 2’OMe 12.1. 
ESE : exonic splicing enhancer, (Evers et al., 2014).  
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Cette équipe a également démontré la faisabilité du saut partiel de l’exon 12 dans des souris 

YAC128 après 3 injections ICV hebdomadaires de 200 µg de 2’OMe 12.1 (Casaca-Carreira et 

al., 2016). Cette étude montre également que la biodistribution est diffuse puisque 

l’exclusion d’exon est constatée dans le cortex, l’hippocampe, le thalamus, le striatum, et 

plus faiblement dans le cervelet.  

L’ensemble de ces travaux confirme le potentiel thérapeutique des ASO pour des stratégies 

de saut d’exon ou de silencing. Les effets obtenus ne semblent cependant pas perdurer dans 

l’organisme, ce qui nécessiterait des injections répétées tout au long de la vie du patient. 

Cela peut être problématique, surtout pour les maladies neurodégénératives où les 

injections qui visent le SNC sont relativement invasives (injections intrathécales ou ICV). 

C’est pourquoi nous nous sommes tournés vers un système vectorisé en utilisant des 

vecteurs viraux, afin d’exprimer la séquence antisens de manière durable et d’obtenir un 

effet à long terme.  

B.  Un système vectorisé : le U7snRNA 

1. Fonction physiologique des snRNA  

Les snRNA (small nuclear RNA) sont de petits ARN nucléaires non-codants d’environ 150 

nucléotides. Ces molécules sont impliquées dans la maturation des ARN pré-messagers et 

sont associées à des protéines spécifiques appelées Sm, formant ainsi un snRNP (small 

nuclear ribonucleoprotein) (Imbert et al., 2017). Nous allons nous intéresser en particulier au 

U7snRNA, un snRNA faiblement exprimé par rapport aux autres, ce qui est probablement dû 

à un site de liaison aux protéines Sm un peu différent. Ainsi, en modifiant la séquence Sm et 

en la remplaçant par la séquence consensus présente dans les autres snRNA, le niveau 

d’expression devient 4 à 5 fois plus élevé. De plus, le U7snRNA modifié s’accumule 

davantage dans le noyau, et perd son activité naturelle, à savoir la maturation des ARN pré-

messagers codant pour les histones (Grimm et al., 1993). La structure du U7snRNA est 

relativement simple, comme représentée sur la figure 18, avec un site de liaison à l’ARNm 

histone (séquence nommée HDE pour Histone downstream element), un site de liaison aux 

protéines Sm et un repliement de type tige-boucle. Il est ainsi possible de modifier la 

séquence HDE afin de cibler le pré-ARNm voulu pour réguler son épissage ou son expression. 
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Le U7snRNA peut donc servir de « navette » pour la séquence antisens qui est directement 

acheminée vers le noyau. 

 

Figure 18 : Structure d’un U7snRNP. 
Le U7snRNP (small nuclear ribonucleoprotein) est un complexe formé par le U7snRNA et les protéines Sm. Le 
site HDE peut être modifié pour cibler un ARNm d’intérêt. HDE : Histone downstream element (Imbert et al., 
2017). 

2. Utilisation des snRNA comme outil thérapeutique 

Le système U7snRNA a été initialement testé dans un modèle cellulaire de β-thalassémie, 

afin de restaurer l’épissage aberrant observé sur le gène HBB (Gorman et al., 1998). 

Quelques années plus tard, l’efficacité de ce système a été améliorée en introduisant, au 

sein d’un même U7snRNA, deux séquences antisens qui vont ainsi agir en synergie (Suter et 

al., 1999). Cet U7snRNA dit « double cible » apporte une preuve supplémentaire de la 

fonctionnalité de cette approche pour corriger un défaut d’épissage et, en l’occurrence, 

restaurer l’expression de la β-globine. Le système U7snRNA a depuis été appliqué à d’autres 

maladies génétiques. 

Parmi elles, la dystrophie musculaire de Duchenne se prête particulièrement à une stratégie 

de saut d’exon du fait des mutations retrouvées chez les patients qui entraînent, pour la 

plupart, un décalage du cadre de lecture et une absence totale de dystrophine. Un modèle 

murin de cette pathologie, la souris mdx, présente une mutation non-sens dans l’exon 23 de 

la dystrophine. Le travail qui a été réalisé dans mon laboratoire il y a plus d’une dizaine 

d’années consiste à générer un U7 « double cible » capable de reconnaitre 2 sites importants 

pour l’épissage : le point de branchement dans l’intron 22 et le site donneur dans l’intron 23 

(Goyenvalle, 2004). Cette cassette U7 a été vectorisée dans un AAV2/1 puis injectée par voie 

intramusculaire dans la souris mdx. Les chercheurs ont ainsi réussi à exclure l’exon 23 

porteur de la mutation, maintenant ainsi le cadre de lecture et générant une protéine 
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tronquée intérieurement, mais partiellement fonctionnelle. Cette expérience a également 

été réalisée dans un autre modèle dystrophique plus sévère, où l’injection par voie 

intraveineuse d’un AAV9 porteur d’un U7snRNA a restauré l’expression de la dystrophine et 

augmenté la durée de vie des souris (Goyenvalle et al., 2012a). En fonction des mutations, il 

est parfois nécessaire de sauter plusieurs exons, comme c’est le cas pour le modèle canin 

GRMD (golden retriever muscular dystrophy dog) qui contient une mutation au niveau de 

l’intron 6. Le phasage de la dystrophine oblige l’exclusion des exons 6 à 8 pour conserver le 

cadre de lecture et conduire à l’obtention d’une protéine tronquée mais fonctionnelle. 

L’utilisation d’AAV porteur de U7snRNA modifiés permet là encore une restauration durable 

de la dystrophine ainsi qu’une amélioration du phénotype (Bish et al., 2012; Vulin et al., 

2012). Les U7snRNA peuvent également être utilisés pour induire une réinclusion d’exon, 

comme dans le cas de l’amyotrophie spinale ou de la maladie de Pompe. Ces approches ne 

seront pas détaillées ici mais figurent dans la revue située en annexe de ce manuscrit 

(Imbert et al., 2017). 

Plutôt que de restaurer le cadre de lecture, les U7snRNA peuvent également être utilisés 

pour casser le cadre de lecture en créant un codon stop prématuré et ainsi induire un knock-

down de la protéine. Par exemple, cela a été fait avec la cyclophiline A (CyPA), protéine 

nécessaire pour la multiplication du VIH (Liu et al., 2004). L’utilisation de U7snRNA « double 

cible » permet ainsi l’élimination d’un exon de CyPA, diminuant ainsi son expression et donc 

la multiplication du VIH.  

Cette stratégie antisens n’est pas exclusivement réservée à la modulation d’épissage. Par 

exemple, les U7snRNA ont également été utilisés pour diminuer l’expression de transcrits 

toxiques, comme dans la dystrophie myotonique de type1 (DM1) qui se caractérise par une 

expansion de répétitions CUG au niveau 3’UTR du transcrit DMPK (myotonic dystrophy 

protein kinase). Cette expansion de répétitions a la capacité de se lier à MBNL1 

(muscleblind-like 1), un régulateur de l’épissage, ce qui va induire des dérèglements 

d’épissage très importants ayant un effet délétère sur la cellule. Il a ainsi été montré que la 

transduction de cellules avec un lentivirus permettant l’expression d’un U7snRNA ciblant les 

répétitions CUG entraînait une diminution spécifique du transcrit muté, et améliorait les 

défauts d’épissage (François et al., 2011). En effet, la fixation de la molécule U7 sur le 

transcrit DMPK permet la libération de MBNL1 qui peut alors jouer son rôle. Cependant, le 
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mécanisme selon lequel U7snRNA induit un silencing de DMPK est encore inconnu. Il est peu 

probable que cela fasse intervenir la machinerie d’ARN interférence ou la RNAse H. 

Cependant, une des hypothèses serait que les protéines qui se fixent aux expansions de CUG 

permettent de stabiliser et de protéger le pré-ARNm DMPK. Ainsi, suite à la fixation du 

U7snRNA, les protéines ne peuvent plus protéger le transcrit muté qui se retrouve alors 

dégradé. 

Bien que le système U7snRNA n’ait pour l’instant jamais été utilisé pour la MH, il pourrait 

parfaitement s’appliquer à cette pathologie en ciblant le gène HTT. Cette approche pourrait 

notamment être utilisée pour sauter les exons 12 et 13 afin de supprimer des sites de clivage 

au sein de la huntingtine et empêcher ainsi la formation de fragments N-terminaux toxiques. 

Les U7snRNA pourraient également être utilisés pour induire un saut d’exon qui casserait la 

phase de lecture. Cela conduirait alors à un knock-down allèle non spécifique de HTT, 

comme cela a été réalisé pour CyPA. Enfin, il serait intéressant de cibler les répétitions CAG 

avec un U7snRNA, comme cela a été fait dans DM1 avec les répétitions CUG, pour observer 

l’effet sur la huntingtine, en espérant que le U7snRNA soit capable de bloquer 

spécifiquement la traduction de muHTT.  
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Objectifs 

Le laboratoire « Biothérapies des maladies du système neuromusculaire » dans lequel j’ai 

effectué mes travaux de recherche travaille essentiellement sur des approches antisens, 

principalement sur une nouvelle chimie d’ASO, le TcDNA, ainsi que sur une approche 

vectorisée utilisant le système U7snRNA. Ces deux technologies prometteuses ont fait leur 

preuve, notamment pour la dystrophie musculaire de Duchenne et l’amyotrophie spinale. 

Etant donné qu’il n’existe à l’heure actuelle aucun traitement curatif pour la MH et que 

l’utilisation de stratégies antisens pour réduire l’expression de la huntingtine semble être un 

outil thérapeutique prometteur, l’objectif de ma thèse a été d’appliquer les outils antisens 

utilisés par mon laboratoire pour cette maladie neurodégénérative.  

Dans le cadre de ce projet, nous avons décidé d’évaluer et de comparer les trois grandes 

pistes thérapeutiques antisens décrites dans l’introduction, à savoir la stratégie de saut 

d’exon permettant d’enlever des sites de clivage à l’origine d’une forme raccourcie et 

toxique de HTT ; la stratégie de silencing allèle non spécifique, visant à diminuer de manière 

générale l’expression de HTT ; et enfin la stratégie de silencing allèle spécifique ciblant les 

répétitions CAG pour impacter préférentiellement l’allèle muté (Figure 19). Les objectifs de 

mon projet de thèse ont consisté à 1) mettre en place l’ensemble des outils thérapeutiques 

et techniques d’analyse requis, 2) évaluer et comparer in vitro les différentes approches 

citées ci-dessus et 3) sélectionner les molécules les plus prometteuses pour une évaluation 

in vivo  préliminaire. Pour cela, j’ai dessiné différents TcDNA et construit différents U7snRNA 

porteurs de séquences antisens. Ces derniers ont été vectorisés dans des lentivirus pour 

permettre leur évaluation in vitro.  

Après avoir mis au point les techniques d’analyse de l’expression de la huntingtine (RT-PCR, 

qPCR, WB), les différentes molécules ont été testées sur des fibroblastes dérivés de patients 

atteints de la MH. Ainsi, cette première évaluation a permis d’éliminer rapidement les 

molécules qui ne semblent pas avoir d’effet thérapeutique, et à l’inverse de sélectionner 

celles capables de diminuer l’expression de la huntingtine.   
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Figure 19 : Schéma représentant les différentes stratégies antisens testées dans ce projet 
de recherche.  
Les U7snRNA et les TcDNA ont la capacité de se fixer aux transcrits HTT et de réguler l’expression de HTT via 
différents mécanismes (blocage de la traduction, saut d’exon pour diminuer le clivage, dégradation des 
transcrits). 
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Les molécules les plus prometteuses ont ainsi été choisies pour une évaluation in vivo, dans 

un modèle murin de la MH, la souris YAC128. Pour cela, les U7snRNA ont été vectorisés dans 

des AAV9 permettant un transfert de gènes efficace dans le cerveau. Les TcDNA et les AAV-

U7snRNA ont ensuite été injectés en intracérébroventriculaire (ICV) et leur efficacité a été 

évaluée par RT-PCR et western blot.  

L’objectif de ces travaux de recherche consiste donc à évaluer et comparer différentes 

approches antisens, sous forme synthétique (TcDNA) ou vectorisée (U7snRNA), pour le 

traitement de la maladie de Huntington. 

 

Méthodologie : outils d’évaluation 

Pour les études in vitro, j’ai utilisé trois lignées de fibroblastes provenant de patients atteints 

de la maladie de Huntington avec différents nombres de répétitions CAG : GM02147 (43/15 

CAG), GM03621 (59/18 CAG) et GM09197 (151/21 CAG), ainsi qu’une lignée provenant d’un 

individu sain : GM02171 (17/17 CAG).  

Pour les études in vivo préliminaires, la souris YAC128 contenant le gène HTT humain entier 

avec 128 répétitions CAG a été utilisée. Les différentes molécules sélectionnées lors du 

screening in vitro ont été injectées par voie intracérébroventriculaire. 

J’ai ensuite quantifié l’effet des molécules sur l’expression de la huntingtine au niveau 

transcriptionnel après RT-PCR classique et RT-qPCR, ainsi qu’au niveau protéique par 

western blot.  

Les méthodes que j’ai réalisées sont décrites dans les fiches techniques présentées en 

annexe (construction des U7snRNA, production des vecteurs lentiviraux et AAV, transfection 

et transduction de fibroblastes, suivi et génotypage des souris YAC128, injection ICV, 

extraction d’ARN et de protéines, RT-PCR et PCR quantitative, western blot). Suite à ma 

formation en chirurgie sur rongeurs, j’ai participé à la mise en place des injections ICV sur 

souris au sein du laboratoire. Florence Blandel, ancienne ingénieure, a contribué à l’injection 

des souris dans le cadre de mon projet. J’ai également eu l’opportunité d’encadrer un 

stagiaire de M2, Marc Fournet, qui m’a assisté pour la réalisation des western blot.  
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Dans un premier temps, j’ai mis en place et validé les différentes techniques d’évaluation de 

l’efficacité des stratégies antisens. Après reverse transcription, j’ai optimisé une PCR autour 

de l’exon 1, une région particulièrement difficile à amplifier à cause des répétitions CAG, qui 

permet une distinction entre l’allèle muté et l’allèle sauvage. Afin de confirmer les résultats 

obtenus par PCR classique, j’ai réalisé des PCR quantitatives pour estimer le niveau global 

d’ARNm HTT. D’autre part, afin de quantifier le niveau de protéine HTT, j’ai mis au point un 

protocole particulier de western blot, permettant la visualisation du doublet protéique 

composé des formes mutée et sauvage.  

J’ai ensuite évalué les différentes molécules antisens in vitro, en utilisant 4 lignées de 

fibroblastes de patients Huntington avec différents nombres de répétitions CAG sur le gène 

HTT. L’évaluation in vitro des différentes approches (saut d’exon, silencing allèle spécifique 

et allèle non spécifique) et des différents outils (TcDNA et U7snRNA) est présentée dans une 

première partie I. Evaluation in vitro des approches antisens. Ce screening in vitro a permis 

de sélectionnes les approches et les molécules les plus prometteuses pour une évaluation in 

vivo préliminaire, qui sera présentée dans une seconde partie II. Evaluation in vivo des 

approches antisens. Pour cela, les molécules ont été injectées en intracérébroventriculaire 

dans un modèle murin de la maladie de Huntington, la souris YAC128, qui contient le gène 

HTT humain entier avec 128 répétitions CAG.  

I. Evaluation in vitro des approches antisens 

A. Diminution du clivage de la protéine par saut d’exon 

Comme décrite par Evers et al., la stratégie de saut d’exon a pour but d’enlever les exons 12 

et 13 du transcrit HTT contenant des sites de clivage afin de réduire la formation des 

fragments N-terminaux toxiques. Pour cela, les mises au point ont été réalisées en utilisant 

le 2’O-méthyl phosphorothioate décrit dans la littérature (appelé ici 2’O 12.3), ainsi que son 

équivalent synthétisé sous forme tricyclo-ADN (Tc 12.3). Par la suite, d’autres séquences 

ciblant l’exon 12 et l’exon 13 ont été dessinées.  

1. Utilisation d’oligonucléotides antisens synthétiques 

a. Dessin des séquences antisens 

Les régions contenant le plus d’ESE dans les exons 12 et 13 ont été localisées grâce au 

logiciel Human Splicing Finder v3.0 (figure 20). 
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Figure 20 : Analyse de dessin des séquences antisens permettant de sauter les exons 12 et 
13 afin d’enlever les sites de clivage. 
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Trois séquences antisens ont ainsi été dessinées dans les exons 12 et 13, en plus de la 

séquence 12.3 préalablement décrite. Elles sont encadrées en rouge dans la figure 20A et 

20B. Dans un premier temps, nous avons choisi de tester sous forme 2’O-méthyl l’ensemble 

des séquences (2’O 12.1 ; 2’O 12.3 ; 2’O 13.1 et 2’O 13.2, tableau III). Seule la séquence de 

référence 12.3 a également été testée en TcDNA de 15 nucléotides (Tc 12.3, tableau III). 

Tableau III : Séquences antisens des ASO ciblant les exons 12 et 13. 
* : Séquence commandée sous forme 2’O-méthyl-ARN. 

¤
 : Séquence commandée sous forme Tricyclo-DNA. La 

position de l’ASO est également indiquée : +1 est considéré comme le premier nucléotide de l’exon 
correspondant. 

 

 Nom de 
l’ASO 

Séquence antisens Position 

2’O 12.1* 5'-CCUGAAGAAGCAGCCAGCUC-3' +27/+47 exon 12 

2’O 12.3* 5'-GUCCCAUCAUUCAGGUCCAU-3' +234/+254 exon 12 

Tc 12.3¤ 5'-CCATCATTCAGGTCC-3' +237/+252 exon 12 

2’O 13.1* 5'-GGCUGUCCAAUCUGCAGG-3' +33/+50 exon 13 

2’O 13.2* 5'-CAGGAAGAAUACCUGUGGCU-3' +69/+89 exon 13 

 

b. Efficacité des oligonucléotides antisens synthétiques 

Des fibroblastes sauvages (17/17 CAG) ont été transfectés avec 3 µg de chacune des 

séquences antisens synthétiques à l’aide de lipofectamine (fiche technique n°5 en annexe). 

Les cellules ont été récoltées 48h après afin d’analyser le saut d’exon par RT-PCR. La figure 

21A présente le gel d’agarose de la PCR réalisée entre les exons 9 et 16 de HTT afin de 

montrer les éventuels sauts d’exons dans cette région. Sans saut d’exon, l’intégralité du 

fragment amplifié mesure 968 pb, comme observé dans les conditions contrôles (flèche 

bleue). Les séquences 12.3 de référence montrent un saut partiel de l’exon 12 visualisé par 

une bande de 833 pb (flèche jaune), qui semble d’ailleurs d’efficacité similaire entre le 2’O et 

le Tc (figure 21B). La séquence 2’OMe 12.1 n’induit quant à elle aucun saut d’exon, alors que 

13.1 et 13.2 entraînent l’apparition d’une très faible bande de 844 pb correspondant à un 

saut total de l’exon 13 (flèche rouge). Le saut total des exons 12 et 13 (bande à 503 pb, 

flèche verte) n’a malheureusement pas été obtenu. L’ensemble de ces résultats a été 

confirmé par séquençage (figures 21C et D). Cette expérience a été également réalisée sur 

les autres lignées de fibroblastes, et les mêmes résultats ont été obtenus (résultats non 

montrés). 
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Figure 21 : Efficacité de saut d’exon des ASO ciblant les exons 12 et 13 après transfection 
de fibroblastes sauvages GM02171 (17/17 CAG). 
A. Gel d’agarose de la RT-PCR amplifiant les exons 9 à 16 montrant un saut partiel de l’exon 12 (flèche orange) ; 
un saut de l’exon 13 (flèche rouge) ainsi que l’absence de saut total des exons 12 et 13 (flèche verte). B. 
Quantification des sauts d’exons obtenus. C. Séquençage de la bande indiquée par la flèche orange, indiquant 
le saut partiel de l’exon 12. D. Séquençage de la bande indiquée par la flèche rouge, indiquant le saut de l’exon 
13.  

Comme schématisé dans la figure 22, le saut partiel de l’exon 12 permet l’élimination de 

deux sites de clivage tout en maintenant le cadre de lecture. Cependant, l’idéal serait de 

sauter l’exon 12 ainsi que l’exon 13 pour rester en phase et enlever les trois sites de 

coupure.  
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Figure 22 : Schéma représentant les différents sauts d’exons possibles. 
 

Afin d’obtenir un effet coopératif, des co-transfections d’oligonucléotides ont donc été 

réalisées. Comme on peut le voir sur la figure 23, ces co-transfections n’ont pas permis de 

détecter le saut complet des exons 12 et 13 à 503 pb comme attendu. Les résultats 

montrent de manière intéressante une augmentation du saut total de l’exon 13 lors de la co-

transfection des séquences 13.1 et 13.2. Cependant, le saut total de l’exon 13 entraîne un 

décalage du cadre de lecture qui n’est pas souhaitable puisque cela ne conduira pas à 

l’obtention d’une protéine (rupture du cadre de lecture).  

 

Figure 23 : Efficacité de saut d’exon des ASO ciblant les exons 12 et 13 après co-
transfection de fibroblastes sauvages GM02171 (17/17 CAG). 
A. Gel d’agarose de la RT-PCR amplifiant les exons 9 à 16 montrant un saut partiel de l’exon 12 (flèche orange) ; 
le saut de l’exon 13 (flèche rouge) ; le saut partiel de l’exon 12 et total de l’exon 13 (flèche blanche) ainsi que 
l’absence de saut total d’exons 12 et 13 (flèche verte). B. Séquençage de la bande indiquée par la flèche 
blanche indiquant le saut partiel de l’exon 12 et total de l’exon 13.  



- Résultats - Evaluation in vitro - Approche de saut d’exon - 

  
   

95 

Nous observons également l’apparition d’un autre transcrit, plus court, marqué par une 

flèche blanche. Le séquençage montre que ce messager est délété partiellement de l’exon 

12 et totalement de l’exon 13, ce qui encore une fois n’est pas optimal puisque le cadre de 

lecture n’est plus en phase. 

Les oligonucléotides antisens n’ayant pas permis d’obtenir un saut total des exons 12 et 13, 

nous avons évalué une stratégie vectorisée en utilisant le système U7snRNA, permettant de 

délivrer plusieurs séquences antisens grâce à un seul vecteur. 

2. Utilisation d’une approche vectorisée  

a. Dessin des séquences antisens vectorisées 

Comme décrit dans l’introduction, le système U7snRNA est utilisé pour exprimer de manière 

durable les antisens. Ces U7 ont démontré une très bonne efficacité lorsqu’ils sont en 

« double target », c’est-à-dire avec une combinaison de 2 séquences antisens, et également 

lorsqu’ils ciblent les sites accepteurs et donneurs d’épissage. 

Nous avons donc dessiné des séquences antisens supplémentaires selon le même procédé 

que précédemment (figure 24). Les sites accepteurs (AS) et donneurs (DS) des exons 12 et 13 

ont également été ciblés. Les 10 séquences antisens sont listées dans le tableau IV.  

Tableau IV : Séquences antisens ciblant les exons 12 et 13. 
La position de l’ASO est également indiquée : +1 est considéré comme le premier nucléotide de l’exon 

correspondant. Le signe - est utilisé pour les bases introniques. AS : site accepteur d’épissage, DS : site donneur 

d’épissage. 

  Séquence antisens Position 

12.AS 5'-UUCACUGAGGCUGAAGACAG-3' -10/+10 exon 12 

12.DS 5'-CCCACUUACAAUUUCAGAAC-3' +10/-10 exon 12 

12.1 5'-CCUGAAGAAGCAGCCAGCUC-3' +27/+47 exon 12 

12.2 5'-AGCUUGUCAAGUCACAGCUG-3' +137/+157 exon 12 

12.3 5'-GUCCCAUCAUUCAGGUCCAU-3' +234/+254 exon 12 

12.4  5'-GAAGGGGUAACAGCUGAAUC-3' +306/+326 exon 12 

13.AS 5'-CGUCUAACACCUAAACGGUU-3' -10/+10 exon 13 

13.DS 5'-GUCCACAUACCCAUGGAAGA-3' +10/-10 exon 13 

13.1 5'-GGCUGUCCAAUCUGCAGG-3' +33/+50 exon 13 

13.2 5'-CAGGAAGAAUACCUGUGGCU-3' +69/+89 exon 13 
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Figure 24 : Dessin des séquences antisens permettant de sauter les exons 12 et 13 afin 
d’enlever les sites de clivage. 
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Nous avons donc créé 9 cassettes U7 spécifiques des exons 12 et 13, portant soit les deux 

séquences ciblant les sites accepteurs et donneurs (12ASDS et 13ASDS), soit différentes 

combinaisons de deux séquences ciblant les ESE (12.1.2 ; 12.1.3 ; 12.1.4 ; 12.2.3 ; 12.2.4 ; 

12.3.4 ; 13.1.2), comme schématisé sur la figure 25. L’ensemble de ces constructions a été 

réalisé par mutagenèse dirigée à partir du gène U7snRNA murin. Les fibroblastes n’étant pas 

(ou très peu) transfectables par plasmide, nous avons envisagé un autre type de transfert de 

gène : les vecteurs viraux. Compte tenu de la faible efficacité de transduction des vecteurs 

AAV dans les fibroblastes humains, nous avons décidé d’utiliser des vecteurs lentiviraux (LV), 

particulièrement efficaces. Comme décrit dans la fiche technique n°1, les 9 produits de PCR 

ont donc été clonés dans un plasmide vecteur nommé pRRL, contenant ainsi le transgène 

flanqué par les séquences virales LTR (Long terminal repeat), ainsi que la séquence ψ 

d’encapsidation. La production de lentivirus nécessite trois autres plasmides, à savoir le 

plasmide transportant les gènes gag et pol codant respectivement pour les protéines de 

capside et les polymérases virales, le plasmide d’enveloppe (VSV-G) ainsi que le plasmide rev 

permettant un meilleur export nucléaire des ARN transcrits. La production des 9 lentivirus 

contenant les cassettes U7 (LV-U7) a ainsi été réalisée par quadri-transfection des cellules 

HEK293T (Fiche technique n°2 en annexe).  

 

Figure 25 : Représentation schématique des différentes constructions U7 réalisées. 
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b. Efficacité des approches antisens vectorisées 

Afin de mettre au point les conditions de transduction, nous avons préalablement mis en 

présence différentes quantités de LV-GFP avec les fibroblastes. Le nombre de cellules GFP+ a 

été déterminé par cytométrie de flux : 80% de cellules positives ont été obtenues après 

ajout de 10µl de LV-GFP, 90% après 20µl et enfin 94% après 40µl. Nous avons donc décidé 

de transduire les fibroblastes GM09197 (151/21 CAG) avec 20µl de chacun des lentivirus, 

permettant une bonne efficacité de transduction sans utiliser une quantité trop importante 

de vecteurs.  

Après transduction, les fibroblastes sont amplifiés pendant une dizaine de jours avant d’être 

récoltés pour en extraire l’ARN. Des PCR sont ensuite réalisées entre les exons 9 et 16 (figure 

26A). L’analyse de l’ARNm HTT n’a pas permis de détecter de saut d’exon pour les LV-U7-

12ASDS, -12.1.2, -12.1.3, -12.1.4, -12.2.3, -12.2.4, suggérant l’inefficacité de ces 6 

constructions. Cependant, le LV-U7-12.3.4 a induit un saut partiel de l’exon 12 avec une 

efficacité de 81%. De plus, les deux constructions ciblant l’exon 13 (13ASDS et 13.1.2) ont 

permis le saut efficace de cet exon, générant un fragment de 844pb. On peut également voir 

une bande de 503 pb correspondant au saut total des exons 12 et 13, mais présente en trop 

petite quantité (inférieure à 10%) pour entraîner un quelconque effet thérapeutique (figure 

26B). Ces résultats ont été confirmés par séquençage (figure 26C). Le saut de l’exon 13 est, 

quant à lui, obtenu avec une efficacité variant entre 30 et 60% et pourrait représenter une 

autre approche thérapeutique alternative en induisant un décalage du cadre de lecture et 

l’apparition d’un codon stop prématuré. Cet ARNm « anormal » pourrait alors être reconnu 

par le système NMD (nonsense-mediated mRNA decay) qui permet la dégradation des 

ARNm contenant des codons stop prématurés.  

Pour vérifier cette hypothèse, nous avons quantifié le niveau total d’ARNm HTT par PCR 

quantitative (figure 27), en amplifiant la région localisée entre les exons 7 et 8 comme décrit 

dans la fiche technique n°10 en annexe. Le niveau est normalisé à l’aide du gène de 

référence GAPDH, et les résultats sont présentés en plaçant de manière arbitraire la 

condition contrôle à 100%. Nous observons une diminution de 60 à 80% du niveau total 

d’ARNm HTT avec les deux constructions U7 ciblant l’exon 13. 
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Figure 26 : Efficacité des lentivirus-U7-snRNA ciblant les exons 12 et 13 après transduction 
de fibroblastes GM09197 (151/21 CAG). 
A. Gel d’agarose de la RT-PCR amplifiant les exons 9 à 16 montrant un saut partiel de l’exon 12 (flèche orange) ; 
un saut de l’exon 13 (flèche rouge) ainsi que le saut total d’exons 12 et 13 (flèche verte). B. Quantification des 
sauts d’exons obtenus. C. Séquençage de la bande indiquée par la flèche verte, montrant le saut des exons 12 
et 13. 
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Figure 27 : Evaluation du niveau d’ARNm HTT entre les exons 7 et 8 par qPCR après 
transduction de fibroblastes GM09197 (151/21 CAG) des lentivirus-U7-snRNA ciblant les 
exons 12 et 13. 
 

Le niveau protéique a également été évalué par western blot, avec un protocole spécial 

détaillé dans la fiche technique n°12 permettant de séparer muHTT et HTT sauvage. Deux 

anticorps ont été utilisés : MAB2166, capable de reconnaître les formes mutées et sauvages 

de HTT humaine et murine, et MAB1574, qui reconnaît l’expansion de polyglutamine et donc 

uniquement muHTT (figure 28A). La vinculine, protéine du cytosquelette de 117 kDa, est 

utilisée comme protéine de référence. La quantification de muHTT est présentée dans la 

figure 28B et celle de HTT sauvage dans la figure 28C. De la même façon que pour les 

analyses de qPCR, le contrôle est arbitrairement placé à 100%. 

 

Figure 28 : Evaluation du niveau protéique de la huntingtine après transduction de 
fibroblastes GM09197 (151/21 CAG) par des lentivirus-U7-snRNA ciblant les exons 12 et 
13.  
A. Western Blot avec anticorps MAB2166 qui reconnaît muHTT et HTT sauvage, et MAB1574 qui reconnaît 
uniquement muHTT. B. Quantification de muHTT normalisée par rapport à la vinculine. C. Quantification de 
HTT sauvage normalisée par rapport à la vinculine.   
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Nous observons une diminution assez importante (de 70% environ) de la quantité de 

protéine mutée et sauvage avec les deux constructions ciblant l’exon 13, ce qui semble 

corréler avec les résultats de qPCR.  

Ainsi, les résultats sont encourageants pour le saut de l’exon 13 qui pourrait aboutir à une 

diminution de la huntingtine de manière allèle non spécifique. Les deux constructions U7 

correspondantes ont donc été passées en AAV2/9, vecteur permettant un transfert de gène 

efficace dans le cerveau, afin d’évaluer ces molécules in vivo. Concernant la stratégie 

d’élimination des sites de clivage par saut d’exon, nous avons éliminé 6 constructions qui 

n’induisent aucun saut d’exon, et sélectionné le U7-12.3.4, permettant le saut partiel de 

l’exon 12 et l’élimination de deux sites de clivage, pour une évaluation future de son 

efficacité chez la souris.  
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B. Inactivation spécifique du gène HTT muté, en ciblant les 

répétitions CAG 

1. Utilisation d’oligonucléotides antisens  

L’une des stratégies permettant de diminuer préférentiellement l’expression de l’allèle muté 

consiste à cibler les répétitions CAG. Comme décrit précédemment dans l’introduction, les 

ASO entièrement modifiés, donc incapables d’activer la RNAse H, ciblant les CAG vont 

s’hybrider préférentiellement à l’allèle muté puisqu’il contient davantage de répétitions. 

Cela va avoir pour effet d’empêcher la traduction, et donc in fine de diminuer le niveau de 

muHTT. Ainsi, un 2’O-méthyl-ARN (2’O CUG) de 20 nucléotides et un Tc-DNA (Tc CTG) de 15 

nucléotides, spécifiques des répétitions CAG, ont été transfectés dans les 4 lignées de 

fibroblastes de patients atteints de la MH. Le niveau d’ARNm HTT a été évalué par RT-PCR, 

en amplifiant l’exon 1, de part et d’autre des répétitions CAG afin de distinguer les transcrits 

mutés des transcrits sauvages (fiche technique n°9 en annexe).  

Comme on le voit sur la figure 29A, la lignée GM02147 présente deux bandes en condition 

contrôle. En effet, la bande supérieure correspond à l’allèle muté, avec 43 répétitions CAG, 

alors que la bande inférieure représente l’allèle sauvage avec 15 répétitions CAG. Les 

résultats de la PCR avec la lignée GM09197 montrent une différence d’expression très 

importante entre l’allèle muté comprenant 151 répétitions CAG et l’allèle sauvage qui en 

comporte 21 (figure 29B). Dans les différentes lignées, le 2’O CUG semble entraîner une 

diminution spécifique de l’allèle muté, alors que le Tc-DNA semble induire un silencing 

pratiquement total des 2 allèles. Ces résultats sont assez surprenants étant donné que les 

ASO ne sont pas censés diminuer le niveau d’ARNm HTT. 

 

Figure 29 : Effet des ASO ciblant les répétitions CAG sur l’ARNm HTT. 
A. Gel d’agarose de la RT-PCR de l’exon 1 permettant l’amplification des ARNm mutés et sauvages, après 
transfection des fibroblastes GM02147 (43/15 CAG) avec 2’O CUG et Tc CTG. B. RT-PCR après transfection de 
GM09197 (151/21 CAG) avec 2’O CUG et Tc CTG. Résultats représentatifs de 2 transfections pour chaque 
lignée. 
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Afin de vérifier ces résultats, le niveau total d’ARNm HTT a été évalué par PCR quantitative 

au niveau des exons 7 et 8 de HTT, ce qui ne nous permet plus de différencier l’allèle muté 

de l’allèle sauvage (Figure 30). Dans un premier temps, il est important de noter qu’il y a une 

grande variabilité au sein des échantillons contrôles (barres d’erreur importantes). Dans la 

lignée GM02147 (43/15 CAG), le 2’O CUG semble induire une diminution du niveau total 

d’ARNm HTT, alors que dans la lignée GM09197 (151/21 CAG), l’oligonucléotide ne semble 

pas avoir d’effet. En revanche, les résultats de la qPCR après traitement par le Tc CTG ne 

montrent pas un effet aussi important que dans la RT-PCR précédente autour de l’exon 1 

(Figure 29) où il y avait une extinction presque totale de l’ARNm HTT.  

 
Figure 30 : Evaluation du niveau d’ARNm HTT par PCR quantitative après transfection des 
oligonucléotides antisens ciblant les répétitions CAG.  
A. Transfection des fibroblastes GM02147 (43/15 CAG). B. Transfection des fibroblastes GM09197 (151/21 
CAG). Moyenne des duplicats ± SD. 

Afin de comprendre les différences entre les résultats de RT-PCR autour de l’exon 1 et ceux 

de qPCR entre les exons 7 et 8, de nouvelles RT-PCR ont été réalisées à d’autres endroits sur 

l’ARNm HTT, après les répétitions CAG (fiche technique n°9 en annexe). Les PCR entre les 

exons 1 et 5 ainsi qu’entre les exons 9 et 16 ne montrent pas de diminution du niveau de 

l’ARNm HTT (résultats non montrés). Une des hypothèses pour expliquer ce phénomène est 

que le Tc-DNA, qui est très affin pour sa cible, soit toujours présent après l’extraction d’ARN 

et empêche la réaction de RT-PCR autour des répétitions (région de fixation). Ainsi, en 

amplifiant une région différente de celle sur laquelle se fixe l’oligonucléotide, on s’affranchit 

de ce biais.    

Bien que l’effet sur l’ARNm ne soit pas totalement clair, le plus important est de savoir si les 

ASO ont la capacité de bloquer les mécanismes de traduction et donc d’induire une 

diminution du niveau de HTT. Nous avons donc évalué l’expression protéique par western 
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blot (Figure 31A). La quantification du niveau de muHTT (bande supérieure) a été réalisée : 

on observe une diminution d’environ 60% (Figure 31B). D’autre part, le Tc CTG semble plus 

spécifique car il induit une diminution d’environ 30% de la protéine sauvage, contre 50% 

pour le 2’O CUG (Figure 31C).  

 

Figure 31 : Evaluation du niveau protéique de HTT après transfection de fibroblastes 
GM09197 (151/21 CAG) des oligonucléotides antisens ciblant les répétitions CAG. 
A. Western Blot avec anticorps MAB2166 qui reconnaît muHTT et HTT sauvage. B. Quantification de muHTT 
normalisée par rapport à la vinculine. C. Quantification de HTT sauvage normalisée par rapport à la vinculine. 
Résultats exprimés en moyenne ± SEM de 3 transfections.  

 

Le Tc-DNA CTG induit donc une diminution de muHTT, en empêchant la traduction car il 

n’affecte pas la quantité de transcrits. Cette stratégie prometteuse a également été étudiée 

via une approche vectorisée. 

2. Utilisation d’une approche vectorisée  

Le système U7snRNA a été utilisé pour cibler les répétitions CAG, car en plus de conduire à 

une expression stable des séquences antisens, il permet d’augmenter le nombre de 

nucléotides ciblés et donc potentiellement la spécificité vis-à-vis de l’allèle muté. En effet, il 

a été démontré que les U7snRNA peuvent contenir des antisens de 20 à 60 nucléotides. 

Nous avons donc inséré par mutagénèse dirigée 12 (U7-CTG12) ou 19 CTG (U7-CTG19). Nous 

avons également construit une cassette U7 ciblant deux séquences différentes : 7 répétitions 

CTG ainsi que le site donneur de l’exon 1 (U7-CTG7DS), afin d’induire une dérégulation de 

l’épissage préférentiellement sur l’allèle muté. Comme décrit précédemment, afin d’obtenir 

un transfert de gène efficace dans les fibroblastes pour évaluer ces différents U7, nous avons 

vectorisé ces 3 constructions U7 dans des lentivirus. 
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Bien que la stratégie U7-CTG ne soit pas censée impacter les niveaux de transcrits, nous 

avons tout de même évalué les niveaux d’ARNm HTT muté et sauvage par RT-PCR après les 

différentes transductions des fibroblastes avec les 3 LV-U7-snRNA (figure 32). Dans la lignée 

GM02147 (43/15 CAG), on observe une légère diminution de l’allèle muté dans les trois 

conditions, notamment pour le LV-U7-CTG19. Dans la lignée GM09197 (151/21 CAG), 

l’expression initiale de l’allèle muté est très faible par rapport à celle de l’allèle sauvage. On 

note tout de même que les constructions contenant respectivement 12 et 19 répétitions 

CTG semblent induire une diminution totale du transcrit muté, sans pour autant diminuer 

l’expression de l’ARNm sauvage. Pour les raisons données précédemment, ces résultats sont 

à prendre avec précaution étant donné que les U7 ciblent la même région que celle 

amplifiée par PCR. Cette diminution reflète donc potentiellement un artéfact de RT-PCR.  

 

Figure 32 : Evaluation des lentivirus-U7-snRNA ciblant les répétitions CAG de l’ARNm HTT. 
A. Gel d’agarose de la RT-PCR de l’exon 1 permettant l’amplification des ARNm mutés et sauvages, après 
transfection des fibroblastes GM02147 (43/15 CAG). B. RT-PCR après transfection des fibroblastes GM09197 
(151/21 CAG).  

Le niveau protéique de la huntingtine après ces différentes transductions a été évalué par 

western blot (figure 33A). Les 3 constructions ciblant les répétitions CAG semblent induire 

une diminution très importante de muHTT, variant de 60 à 85% de réduction (figure 33B). De 

plus, l’impact sur la protéine sauvage semble minime, avec une réduction de 30% seulement 

(figure 33C). L’effet de ces constructions parait donc relativement spécifique de muHTT. Ces 

résultats sont néanmoins à prendre avec précaution car les expériences n’ont pu être 

réalisées qu’une seule fois, à cause de la toxicité des lentivirus sur les fibroblastes de 

patients MH particulièrement fragiles. D’autre part, le western blot est de mauvaise qualité, 

ce qui peut biaiser la quantification. On remarque d’ailleurs une forte augmentation de la 
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quantité de protéine sauvage avec le LV-U7-CTG19, ce qui n’est pas cohérent et nécessite 

donc d’être validé à nouveau. Cependant, ces résultats préliminaires restent encourageants 

et montrent la potentielle efficacité de ces constructions. Les trois U7 ont donc été 

vectorisés à nouveau dans un AAV2/9 afin d’évaluer leur efficacité in vivo.  

 

 

Figure 33 : Evaluation du niveau protéique de HTT après transduction de fibroblastes 
GM09197 (151/21 CAG) avec des LV-U7 ciblant les répétitions CAG.  
A. Western Blot avec anticorps MAB2166 qui reconnaît muHTT et HTT sauvage. B. Quantification de muHTT 
normalisée par rapport à la vinculine. C. Quantification de HTT sauvage normalisée par rapport à la vinculine. 
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C. Inactivation allèle non spécifique du gène HTT 

1. Utilisation d’oligonucléotides antisens  

L’approche plus globale, permettant de réduire le niveau total d’ARNm HTT, consiste à 

utiliser des oligonucléotides antisens gapmer capables de se lier à leur cible et d’induire leur 

dégradation via un mécanisme impliquant la RNAse H. Comme nous l’avons vu dans 

l’introduction, l’utilisation de 2’MOE gapmer ciblant l’exon 36 du gène HTT a démontré une 

très bonne efficacité et est actuellement en essai clinique. Nous avons par conséquent choisi 

cette séquence et dessiné un TcDNA plus court, appelé Tc NS (pour Non Spécifique), ciblant 

cette région. C’est un gapmer comportant seulement 15 nucléotides, avec 4 nucléotides 

modifiés de part et d’autre et 7 nucléotides non modifiés au centre (4/7/4). Comme 

contrôle, nous avons utilisé un 2’O-méthyl-ARN de 20 nucléotides strictement identique à la 

séquence publiée par Kordasiewicz et al., appelé ici 2’O NS, et comportant 5 nucléotides 

modifiés, 10 inchangés, et enfin 5 modifiés (5/10/5). L’efficacité de ces séquences a été 

évaluée in vitro après transfection dans différentes lignées de fibroblastes. L’analyse de 

l’ARNm a d’abord été réalisée par RT-PCR, dont un gel représentatif est exposé figure 34A.  

 

Figure 34 : Effet des gapmer ASO synthétiques sur le niveau d’ARNm HTT, après 
transfection de fibroblastes GM03621 (59/18 CAG).  
A. Gel d’agarose de la RT-PCR amplifiant l’exon 1 des ARNm mutés et sauvages B. Quantification sur gel des 
transcrits HTT mutés. C. Quantification sur gel des transcrits HTT sauvages. Résultats exprimés en moyenne ± 
SD. 

La quantification ne montre aucune baisse du niveau d’ARNm avec le 2’O NS. En revanche, 

après traitement au Tc NS, on obtient une diminution de 50% de l’allèle muté (figure 34B) et 

de l’allèle sauvage (figure 34C) de la huntingtine. Ici, nous n’avons pas réalisé la PCR sur le 

site de fixation de l’oligonucléotide, puisque la réaction de polymérisation s’effectue au 
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niveau de l’exon 1 et que le Tc NS cible l’exon 36. Il n’y a donc pas de raison apparente pour 

que le Tc NS bloque la RT-PCR et nous donne un résultat erroné comme c’était le cas pour le 

Tc CTG.  

Des PCR quantitatives ont néanmoins été effectuées pour confirmer les résultats obtenus en 

RT-PCR (figure 35). Ces expériences de transfections ont été réalisées plusieurs fois dans 

chacune des lignées (le nombre est précisé sur le graphique pour chacune des conditions). 

Ces résultats sont cohérents avec les résultats de RT-PCR précédents puisque le 2’O NS ne 

semble pas efficace. En effet, aucun effet n’est observé avec cet ASO, alors que le Tc NS 

entraîne une diminution significative du niveau d’ARNm HTT de 60 à 70%, ce qui est très 

encourageant.   

 

Figure 35 : Effet des gapmer ASO synthétiques sur le niveau total d’ARNm HTT, après 
transfection dans les différentes lignées de fibroblastes. 
A. Résultats de la PCR quantitative réalisée entre les exons 7 et 8. B. Résultats de la PCR quantitative réalisée 
entre les exons 64 et 65. Résultats exprimés en moyenne ± SEM ; n=4 à 11. Les astérisques montrent une 
différence significative entre la condition traitée et la condition contrôle : *p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,001, 
Test ANOVA à 1 facteur, comparaisons multiples de Dunnett. 
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Nous avons également évalué le niveau de HTT par western blot. Les quantifications de 

protéines ont été préférentiellement réalisées après transfection de GM09197 (151/21 CAG) 

car il est plus facile de séparer le doublet protéique dans cette lignée. Un western blot 

représentatif est présenté figure 36A, où l’on observe effectivement une diminution de HTT 

totale en présence de Tc NS. Les quantifications montrent une diminution significative de 

HTT mutée et sauvage de 20 à 30% avec 2’O NS, contre 70% avec TcNS (Figures 36 B et C).   

 
Figure 36 : Effet des gapmer ASO synthétiques sur le niveau de protéine HTT, après 
transfection de GM09197 (151/21CAG).  
A. Western Blot avec anticorps MAB2166 qui reconnaît muHTT et HTT sauvage, et MAB1574 qui reconnaît 
uniquement muHTT. B. Quantification de muHTT normalisée par rapport à la vinculine. C. Quantification de 
HTT sauvage normalisée par rapport à la vinculine. Résultats exprimés en moyenne ± SEM ; n=4 à 6. Les 
astérisques montrent une différence significative entre la condition traitée et la condition contrôle : *p<0,05, 
**p<0,01 et ***p<0,001, Test ANOVA à 1 facteur, comparaisons multiples de Dunnett.  

 

Ces résultats prometteurs ont également été obtenus dans les trois autres lignées. En effet, 

Tc NS est capable de diminuer l’expression de HTT dans la lignée contrôle GM02171 

(17/17CAG) comme on le voit dans les figures 37 A et B. Bien qu’il n’ait pas été possible de 

séparer muHTT de la protéine sauvage dans les deux autres lignées, on voit tout de même 

une diminution très importante du niveau de HTT total (Figures 37 C, D, E et F). 

Ainsi, le Tc NS est capable de diminuer efficacement la quantité de HTT totale, de manière 

allèle non spécifique puisqu’il agit aussi bien sur HTT sauvage que sur muHTT.  
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Figure 37 : Effet des gapmer ASO synthétiques sur le niveau de HTT, après transfection de 
GM09197 (151/21CAG). 
A. Western blot avec anticorps MAB2166 qui reconnaît HTT sauvage sur GM02171 (17/17CAG). B. 
Quantification de HTT sauvage normalisée par rapport à la vinculine. C. WB après transfection de GM02147 
(43/15 CAG). D. Quantification de HTT totale (mutée et sauvage) normalisée par rapport à la vinculine. E. WB 
après transfection de GM03621 (59/18CAG). F. Quantification de HTT totale (mutée et sauvage) normalisée par 
rapport à la vinculine. 
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D. Recherche de biomarqueurs in vitro  

Afin de compléter l’étude de l’efficacité des différents oligonucléotides, nous avons 

recherché des biomarqueurs des fibroblastes. En effet, Marchina et al. décrivent plusieurs 

gènes comme étant surexprimés dans les fibroblastes de patients atteints de la maladie de 

Huntington. Nous avons donc quantifié l’expression de trois gènes, PLCB4, UBE2D3 ainsi que 

ROCK1 dans les 4 lignées de fibroblastes par PCR quantitative (Figure 38). Les résultats ont 

été exprimés en fonction de la lignée contrôle GM02171, comportant 17 répétitions CAG sur 

les deux allèles, dont le niveau d’expression a été arbitrairement placé à 1. UBE2D3 et 

ROCK1 semblent surexprimés dans la lignée GM03621 (58/18 CAG). A l’inverse, PLCB4 est 

sous-exprimé dans les 3 lignées malades.  

 

Figure 38 : Quantification des biomarqueurs par qPCR dans les différents types cellulaires. 
L’expression de UBE2D3, ROCK1 et PLCB4 dans la lignée contrôle GM02171 a été arbitrairement placée à 1. 

Suite à ces résultats surprenants qui sont en contradiction avec les travaux publiés par 

Marchina et al., nous avons voulu savoir si l’expression de ces gènes est stable au sein d’une 

même lignée, en l’occurrence les cellules contrôles GM02171 (17/17 CAG). Nous avons donc 

étudié l’expression de ces gènes à différents passages, en plaçant de manière arbitraire le 

niveau d’expression du passage le plus précoce à 1. Comme on le voit sur la figure 39, 

l’expression de ces gènes au cours du temps est très variable dans une même lignée, il n’est 

donc pas possible de les utiliser comme biomarqueurs. 
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Figure 39 : Quantification des biomarqueurs dans différents échantillons de la lignée 
contrôle GM02171 (17/17 CAG).  
L’expression de UBE2D3, ROCK1 et PLCB4 au passage 13 a été arbitrairement placée à 1. 
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II. Evaluation in vivo des approches antisens 

A. Silencing allèle spécifique, en ciblant les répétitions CAG  

1. Utilisation d’oligonucléotides antisens 

Les expériences menées in vitro avec le Tc CTG ont montré des résultats intéressants, avec 

une diminution de la quantité de muHTT, sans impacter le niveau de transcrits HTT. Cet 

oligonucléotide a donc été injecté par voie ICV dans des souris YAC128 (Fiche technique n°7) 

qui, en plus des deux allèles Hdh murins sauvages, contiennent le gène HTT humain entier 

avec 128 répétitions CAG. Les souris ont reçu soit une seule injection de 50 ou 100 µg de Tc 

CTG, soit 3 doses de 50µg (50µg/sem sur trois semaines) grâce à un système de canule 

permettant de réaliser des injections répétées. Dans un premier temps, les souris ont été 

sacrifiées deux semaines après la fin du traitement afin de prélever différentes régions du 

cerveau. Le cortex, l’hippocampe, le striatum ainsi que le cervelet ont ensuite été isolés pour 

analyser l’efficacité des traitements dans les différentes régions du cerveau. Compte tenu 

des résultats observés in vitro, nous avons tenu à regarder le niveau d’ARNm HTT par RT-PCR 

en amplifiant les répétitions CAG, qui est la zone de fixation des Tc CTG (Figure 40).  

 

 

Figure 40 : Gels d’agarose de RT-PCR permettant d’amplifier l’exon 1 avec les répétitions 
CAG. 
L’effet de Tc CTG sur le niveau d’expression de HTT est ainsi évalué dans le cortex, l’hippocampe, le striatum et 
le cervelet après injections de différentes doses de Tc CTG dans le ventricule latéral droit de souris YAC128. n=3 
souris injectées avec du PBS, 2 injectées avec 50µg de Tc CTG et 2 injectées avec 3x50µg de Tc CTG.  
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Les gels montrent une diminution du niveau d’ARNm HTT dans l’ensemble du cerveau 

(cortex, hippocampe, striatum et cervelet) dans les souris ayant reçu 3 fois 50 µg de Tc CTG. 

Afin de savoir si ce résultat est un biais dû à la fixation de l’ASO sur la région à amplifier ou si 

le Tc CTG influe réellement sur le niveau d’ARNm HTT, des PCR quantitatives ont été 

réalisées au niveau des exons 7 et 8 (Figure 41A) et 64 et 65 (Figure 41B). Les TcCTG 

n’entraînent donc pas de diminution du transcrit HTT, ce qui est cohérent avec ce que l’on 

avait observé in vitro.  

 

Figure 41 : Effet des ASO synthétiques sur le niveau total d’ARNm HTT dans le cortex, 
hippocampe, striatum et cervelet après injection de différentes doses de Tc CTG dans le 
ventricule latéral droit de souris YAC128.  
A. Résultats de la PCR quantitative réalisée entre les exons 7 et 8. B. Résultats de la PCR quantitative réalisée 
entre les exons 64 et 65. Résultats exprimés en moyenne ± SEM. n=3 souris injectées avec du PBS, 4 injectées 
avec 50µg de Tc CTG, 1 injectée avec 100 µg et 2 injectées avec 3x50µg de Tc CTG.  

Afin de voir si le Tc CTG est capable de bloquer la traduction in vivo, nous avons évalué le 

niveau de HTT par western blot. L’anticorps MAB2166 permet de révéler le doublet 

protéique : la bande supérieure correspond à muHTT humaine et la bande inférieure à HTT  

sauvage murine (Figure 42A). Le dernier puits correspond à un échantillon de souris sauvage, 

et confirme bien la présence de la protéine murine uniquement. Globalement, il n’y a pas de 

diminution significative de HTT après injections des différentes doses de Tc CTG. 
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Figure 42 : Evaluation du niveau de HTT dans le cortex, l’hippocampe, le striatum et le 
cervelet après injection de différentes doses de Tc CTG dans le ventricule latéral droit de 
souris YAC128. 
A. Western blot avec anticorps MAB2166 qui reconnaît muHTT humaine et HTT murine. B. Quantification de 
muHTT normalisée par rapport à la vinculine. C. Quantification de HTT sauvage normalisée par rapport à la 
vinculine. Résultats exprimés en moyenne ± SEM. n=3 souris injectées avec du PBS, 4 injectées avec 50µg de Tc 
CTG, 1 injectée avec 100 µg et 2 injectées 3x50µg de Tc CTG. Les astérisques montrent une différence 
significative entre la condition traitée et la condition contrôle : *p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,001, Test ANOVA 
à 2 facteurs, Bonferroni. WT : Souris sauvage (pour Wild-Type). 

 

2. Utilisation d’une approche vectorisée  

Suite aux résultats encourageants obtenus in vitro avec les lentivirus U7-CTG12, CTG19 et 

CTG7DS, ces constructions U7 ont été vectorisées dans un vecteur AAV2/9 afin de permettre 

un transfert de gène efficace dans le cerveau. Basé sur les résultats de notre étude in vitro, 

nous avons dans un premier temps évalué l’efficacité du U7-CTG12. Les souris ont été 
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injectées en ICV avec 3µl de AAV-U7-CTG12 à 1,8x1012 vg/ml, soit 5,4x109 vg, et ont été 

analysées 2, 4 ou 8 semaines après injection. La PCR quantitative présentée figure 43 

montre une absence de diminution d’ARNm HTT dans les différentes parties du cerveau 

quelle que soit la durée post-injection. 

 

Figure 43 : Effet des AAV-U7snRNA ciblant les répétitions CAG après injection ICV chez la 
souris YAC128 sur le niveau d’ARNm HTT.  
A. Résultats de la PCR quantitative réalisée entre les exons 7 et 8. B. Résultats de la PCR quantitative réalisée 
entre les exons 64 et 65. 

Comme précédemment, les niveaux de HTT ont été évalués afin de savoir si l’AAV-U7-CTG12 

est capable de bloquer la traduction de la huntingtine. Comme on le voit sur la figure 44A, 

les valeurs obtenues pour les souris injectées avec du PBS sont extrêmement variables, ce 

qui empêche de pouvoir conclure sur l’efficacité de la molécule. En effet, comme on le voit 

sur les graphiques, la diminution de muHTT est très forte dans l’hippocampe et dans le 

striatum deux semaines après injection (flèches rouges), mais cela n’est pas significatif 

puisque les niveaux de certaines souris injectées avec du PBS sont également très bas. Il est 

donc nécessaire de répéter ces injections afin d’obtenir un nombre de souris plus important 

et de pouvoir conclure quant à l’efficacité de ces AAV-U7-CTG. 
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Figure 44 : Effet des AAV-U7 ciblant les répétitions CAG sur le niveau de HTT après 
injection ICV de souris YAC128.  
A. Western blot avec anticorps MAB2166 qui reconnaît muHTT et HTT murine dans les différentes structures 
cérébrales étudiées. B. Quantification de muHTT normalisée par rapport à la vinculine. C. Quantification de HTT 
sauvage normalisée par rapport à la vinculine. Résultats exprimés en moyenne ± SEM. n=4 souris injectées avec 
du PBS, 6 souris injectées avec 5,4x10

9
 vg d’AAV-U7-CTG12, dont 2 ont été sacrifiées 2, 4 et 8 semaines après 

injection. Les astérisques montrent une différence significative entre la condition traitée et la condition 
contrôle : *p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,001, Test ANOVA à 2 facteurs, Bonferroni.    

 

Ces résultats sont toutefois encourageants et le U7-CTG12 mérite d’être étudié de façon plus 

approfondie. Dans le temps limité qu’il me restait pour mon projet, la priorité a été donné à 

l’évaluation in vivo de l’approche allèle non spécifique qui semblait la plus prometteuse.  
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B. Silencing allèle non spécifique 

1. Utilisation d’oligonucléotides antisens  

Le Tc NS gapmer a démontré une très bonne efficacité en diminuant le niveau d’ARNm et de 

protéine HTT in vitro. Cet oligonucléotide a donc été injecté dans le ventricule latéral droit 

des souris YAC128, à deux doses différentes, 130 et 260 µg. De manière intéressante, ces 

deux doses ont été bien tolérées contrairement au Tc CTG qui s’est avéré toxique à de telles 

doses. Les animaux ont été sacrifiés 2 semaines après l’injection, et le cortex, l’hippocampe, 

le striatum ainsi que le cervelet ont été isolés pour évaluer l’efficacité du Tc NS. 

La figure 45 présente les résultats de la PCR quantitative amplifiant la région entre les exons 

7 et 8 (figure 45A) ou entre les exons 64 et 65 (figure 45B). Les résultats sont cohérents 

entre les 2 méthodes d’évaluation du niveau d’ARNm HTT, bien que la diminution semble 

encore plus marquée entre les exons 64 et 65. Le Tc NS induit une diminution de 40 à 60% 

dans le cortex, l’hippocampe, et le striatum. Cependant, dans le cervelet, le niveau d’ARNm 

HTT n’est pas significativement impacté. 

 

Figure 45 : Effet des ASO gapmer après injection ICV chez la souris YAC128 sur le niveau 
d’ARNm HTT.  
A. Résultats de la PCR quantitative réalisée entre les exons 7 et 8. B. Résultats de la PCR quantitative réalisée 
entre les exons 64 et 65. Résultats exprimés en moyenne ± SEM. n=6 souris injectées avec du PBS, 6 souris 
injectées avec 130 µg de Tc NS et 4 avec 260 µg de Tc NS, 2 semaines après injection. Les astérisques montrent 
une différence significative entre la condition traitée et la condition contrôle : *p<0,05, **p<0,01 et 
***p<0,001, Test ANOVA à 2 facteurs, Bonferroni.  
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La diminution de muHTT (figure 46A) a lieu principalement dans le cortex (baisse de 60 à 

70%), mais également dans l’hippocampe et le striatum. Le cervelet est moins affecté, ce qui 

corrèle avec les résultats de qPCR. Le niveau de HTT sauvage murine n’est pas impacté car 

l’ASO est spécifique du HTT humain et ne reconnaît pas l’ARNm de la souris (figure 46B). 

 

Figure 46 : Effet des TcNS sur le niveau de HTT 2 semaines après injection ICV de souris 
YAC128.  
A. Quantification de muHTT normalisée par rapport à la vinculine. B. Quantification de HTT sauvage murine 
normalisée par rapport à la vinculine. Résultats exprimés en moyenne ± SEM. n=6 souris injectées avec du PBS, 
6 souris injectées avec 130µg de Tc NS et 4 souris injectées avec 260µg de Tc NS. Les astérisques montrent une 
différence significative entre la condition traitée et la condition contrôle : *p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,001, 
Test ANOVA à 2 facteurs, Bonferroni.  

 

La dose de 260 µg étant bien tolérée et ayant une très bonne efficacité, nous avons réalisé 

une cinétique en analysant les animaux 6 et 12 semaines après injection.  
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Six semaines après injection, le niveau d’ARNm HTT semble encore plus bas que 2 semaines 

après : entre 40 à 50% de diminution au niveau du cortex, de l’hippocampe et du striatum. 

L’effet au niveau du cervelet est également plus important (entre 20 et 40% de diminution) 

puisqu’il devient significatif (figure 47). 

 

 

Figure 47 : Effet des gapmer ASO synthétiques sur le niveau d’ARNm HTT 6 semaines après 
injection ICV chez la souris YAC128.  
A. Résultats de la PCR quantitative réalisée entre les exons 7 et 8. B. Résultats de la PCR quantitative réalisée 
entre les exons 64 et 65. Résultats exprimés en moyenne ± SEM. Les astérisques montrent une différence 
significative entre la condition traitée et la condition contrôle : *p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,001, Test ANOVA 
à 2 facteurs, Bonferroni. 
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De la même manière, le niveau protéique 6 semaines après l’injection de Tc NS induit une 

forte diminution de muHTT, d’environ 90% (Figure 48). La huntingtine endogène murine 

semble également impactée dans le striatum et dans le cervelet.  

 

Figure 48 : Effet des TcNS sur le niveau de HTT 6 semaines après injection ICV de souris 
YAC128. 
A. Western blot avec anticorps MAB2166 qui reconnaît muHTT humaine et HTT sauvage murine dans les 
différentes structures cérébrales étudiées. B. Quantification de muHTT normalisée par rapport à la vinculine. C. 
Quantification de HTT sauvage murine normalisée par rapport à la vinculine. Résultats exprimés en moyenne ± 
SEM. n=3 souris injectées avec du PBS et 3 souris injectées avec 260µg de Tc NS. Les astérisques montrent une 
différence significative entre la condition traitée et la condition contrôle : *p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,001, 
Test ANOVA à 2 facteurs, Bonferroni.  
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Cependant, 12 semaines après la fin du traitement, le niveau d’ARNm HTT est de retour à la 

normale dans l’ensemble du cerveau (Figure 49), alors que le niveau de muHTT est toujours 

très bas, à moins de 50% dans les différentes structures cérébrales étudiées (Figure 50).  

 

Figure 49 : Effet des gapmer ASO synthétiques sur le niveau d’ARNm HTT 12 semaines 
après injection ICV chez la souris YAC128. 
A. Résultats de la PCR quantitative réalisée entre les exons 7 et 8. B. Résultats de la PCR quantitative réalisée 
entre les exons 64 et 65. Résultats exprimés en moyenne ± SEM. Test ANOVA à 2 facteurs, Bonferroni, non 
significatif. 

 



- Résultats - Evaluation in vivo - Approche de silencing allèle non spécifique - 
   

  
   

123 

 

Figure 50 : Effet des TcNS sur le niveau de HTT 12 semaines après injection ICV de souris 
YAC128.  
A. Western blot avec anticorps MAB2166 qui reconnaît muHTT humaine et HTT murine dans les différentes 
structures cérébrales étudiées. B. Quantification de muHTT normalisée par rapport à la vinculine. C. 
Quantification de HTT sauvage murine normalisée par rapport à la vinculine. Résultats exprimés en moyenne ± 
SEM. n=3 souris injectées avec du PBS et 3 souris injectées avec 260µg de Tc NS. Les astérisques montrent une 
différence significative entre la condition traitée et la condition contrôle : *p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,001, 
Test ANOVA à 2 facteurs, Bonferroni. 
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La figure 51 récapitule ces derniers résultats et permet de suivre la cinétique de l’effet du 

TcNS sur le niveau d’ARNm HTT ainsi que sur le niveau protéique.  

 

 

Figure 51 : Durée du silencing induit par TcNS. 
A. Résultats de PCR quantitative réalisée entre les exons 7 et 8 des transcrits HTT. B. Résultats de PCR 
quantitative réalisée entre les exons 64 et 65 des transcrits HTT. C. Résultats de western blot permettant de 
quantifier le niveau de muHTT.  
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Le laboratoire « Biothérapies des maladies du système neuromusculaire » dans lequel j’ai 

effectué ma thèse travaille sur des approches antisens pour le traitement de différentes 

maladies neuromusculaires comme la dystrophie musculaire de Duchenne et l’amyotrophie 

spinale (Goyenvalle et al., 2004, 2012, 2015 ; Robin et al., 2017). Pour cela, les chercheurs de 

mon équipe utilisent une nouvelle chimie d’ASO, le TcDNA, et également une approche 

vectorisée, le système U7snRNA, afin de moduler l’épissage des différents gènes impliqués 

dans ces pathologies. Ils ont démontré la capacité de ces technologies à exclure ou ré-inclure 

un ou plusieurs exons, et ainsi souligné leur potentiel thérapeutique.   

Le but de ma thèse a été de mettre en place et d’adapter ces approches antisens pour une 

maladie neurodégénérative monogénique, la maladie de Huntington. La première étape a 

consisté à mettre en place les outils selon les trois stratégies antisens choisies, à savoir le 

saut d’exon pour diminuer le clivage de HTT générant des fragments toxiques, le silencing 

allèle non spécifique pour diminuer le niveau global de HTT ainsi que le silencing allèle 

spécifique en ciblant les répétitions CAG pour diminuer uniquement le niveau de muHTT. 

Chacune des stratégies a dans un premier temps été évaluée in vitro après transfections 

d’ASO ou transductions de lentivirus-U7snRNA dans des fibroblastes provenant de patients 

atteints de la MH. Les analyses du niveau d’ARNm et de protéine HTT ont permis d’éliminer 

les molécules inefficaces et de sélectionner les molécules méritant d’être évaluées plus 

précisément in vivo. Nous allons revenir sur les résultats obtenus avec ces différentes 

stratégies et discuter des avantages et limitations de chacune. 

I.  Stratégie de saut d’exon  

Il a été démontré que le clivage de la huntingtine, notamment par la caspase 6 en position 

586, est un phénomène important dans la pathogénicité de la MH (Graham et al., 2006 ; 

Pouladi et al., 2008). Etant donné qu’il existe trois sites de clivage au niveau des exons 12 et 

13, le saut d’exon consistant à exclure ces exons pourrait être une stratégie thérapeutique 

intéressante. Cette approche a préalablement démontré son efficacité à induire le saut 

partiel de l’exon 12 in vitro et in vivo à l’aide d’un 2’OMe ciblant l’exon 12  (Casaca-Carreira 

et al., 2016; Evers et al., 2014). Ce saut a ainsi permis d’enlever deux des trois sites de 

clivage présents dans cette région et de produire une protéine résistante à la caspase 6.  
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Nous avons tenté d’améliorer l’efficacité de ce saut d’exon, voire d’aboutir au saut total des 

exons 12 et 13 dans le but d’enlever les trois sites de clivage. Les TcDNA présentent 

essentiellement un avantage in vivo grâce à leur meilleure biodistribution, efficacité et durée 

de vie. Ainsi, pour les expériences in vitro, nous avons utilisés des 2’OMe pour sélectionner 

les séquences antisens capables d’induire un saut d’exon. Seule la séquence 12.3, 

préalablement décrite par Evers et al., a été commandée également en TcDNA de 15 

nucléotides. Les résultats montrent que l’efficacité est similaire entre le 2’OMe et le TcDNA 

(autour de 60%), confirmant ainsi la capacité des TcDNA de 15 nucléotides à moduler 

l’épissage aussi bien qu’un 2’OMe de 20 nucléotides. Les autres ASO ne permettent pas 

d’obtenir un saut d’exon efficace, même lorsque plusieurs séquences ont été co-

transfectées. Le désavantage des co-transfections réside dans le fait que les deux ASO ne se 

retrouvent pas forcément au sein du même noyau. Ceci est d’autant plus vrai in vivo lorsqu’il 

est nécessaire d’injecter 2 ASO. Ainsi, l’utilisation des U7 « double cible » permet de contrer 

cette problématique en apportant les deux séquences antisens au sein du même noyau. 

L’utilisation de U7snRNA modifiés pour cibler les exons 12 et 13 a ensuite été testée afin 

d’améliorer l’efficacité du saut d’exon. Sur les 7 constructions ciblant l’exon 12, une seule 

(LV-U7-12.3.4) permet le saut partiel de l’exon 12 avec une efficacité de 80%, ce qui est 

supérieur au 2’OMe préalablement décrit. Bien que n’éliminant que 2 sites de clivage, la 

construction U7-12.3.4 induisant le saut partiel de l’exon 12 a été sélectionnée pour être 

évaluée in vivo par la suite au sein du laboratoire.  

L’étude de cette stratégie dans un modèle animal de la MH me semble en effet intéressante 

car il n’existe à l’heure actuelle que très peu de preuves de son efficacité in vivo. L’étude de 

Graham et al. nous indique qu’une mutation au niveau du site de clivage par la caspase 6 

réverse le phénotype. Cependant, les études d’Evers et al. et de Casaca-Carreira et al., qui 

permettent de démontrer la faisabilité de ce saut d’exon in vitro et in vivo, ne donnent pas 

d’informations concernant la fonctionnalité de la protéine HTT tronquée (∆Ex12 partiel). Il 

est important de noter que cette stratégie de saut d’exon est récente et que l’étude du 

phénotype moteur et comportemental des souris MH avant et après traitement est 

probablement déjà en cours. Il serait donc très intéressant d’injecter un AAV contenant l’U7-

12.3.4 (déjà produit) et de réaliser des tests moteurs et comportementaux. 
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Dans le cadre de ma thèse, nous avons réalisé uniquement des constructions U7 « double 

cible » où les deux séquences reconnaissent le même exon (soit l’exon 12, soit l’exon 13). Il 

pourrait être également intéressant de réaliser des U7 qui ciblent à la fois l’exon 12 et l’exon 

13, comme par exemple la séquence 12.3 et le site donneur de l’exon 13 (U7-12.3/13DS). 

Etant donné la petite taille de la cassette U7, il pourrait aussi être possible de placer deux 

cassettes U7 dans un même vecteur AAV, comme cela a déjà été fait pour DMD afin 

d’induire un saut d’exons multiple (Goyenvalle et al., 2012b).  

Ainsi, la stratégie de saut d’exon permettant d’éliminer les sites de clivage de HTT semble 

une approche prometteuse, surtout qu’une étude récente suggère également la toxicité du 

fragment C-terminal, en plus de celle déjà décrite du fragment N-terminal (El-Daher et al., 

2015). Cependant, une autre étude montre que la suppression génétique de la caspase 6 

chez HdhQ150 n’a pas d’effet sur la protéolyse de HTT (Landles et al., 2012). Il serait donc 

intéressant de poursuivre les recherches sur cette approche afin de répondre aux 

nombreuses questions qui restent en suspens, comme l’efficacité de ces molécules in vivo et 

leur capacité à réverser le phénotype ou encore la quantité de saut d’exon requise pour 

obtenir un potentiel effet thérapeutique. 

D’autre part, les deux U7snRNA ciblant l’exon 13 induisent un saut de cet exon de 30 à 60%. 

Cependant, ce saut d’exon n’est pas souhaitable dans le cadre de cette stratégie puisque 

cela entraînerait un décalage du cadre de lecture. Seuls le saut partiel de l’exon 12 et le saut 

total des exons 12 et 13 auraient permis de conserver le cadre de lecture et donc de générer 

une protéine HTT sans sites de clivage. Les deux constructions citées précédemment n’ont 

donc pas été sélectionnées pour la stratégie de saut d’exon visant à éliminer les sites de 

coupure. Cependant, ces U7 ont tout de même été produits en AAV pour l’exploration d’une 

autre approche in vivo : le saut d’exon qui induit un décalage du cadre de lecture afin de 

réaliser un silencing allèle non spécifique de HTT. Il serait donc intéressant d’injecter ces AAV 

et de regarder l’effet sur la quantité de muHTT et de HTT, afin de comparer ces molécules 

notamment avec le TcNS qui entraîne lui aussi un silencing allèle non spécifique.  
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II. Silencing allèle non spécifique  

L’utilisation d’ASO gapmer permet de réguler l’expression d’un gène en dégradant l’ARNm 

cible par action de la RNAse H. Ainsi, Kordasiewicz et al. ont démontré l’efficacité d’un 

2’MOE gapmer de 20 nucléotides (5-10-5) qui reconnaît l’exon 36 de HTT (Kordasiewicz et 

al., 2012). Les travaux présentés dans cette thèse démontrent l’efficacité d’un gapmer 

TcDNA de 15 nucléotides (4-7-4), ciblant la même région, à induire une diminution 

significative du niveau d’ARNm et de protéine HTT dans différentes lignées de fibroblastes. 

Deux et six semaines après une injection de 260µg de TcNS en ICV, nous observons une 

baisse de l’ARNm HTT autour de 50% dans l’ensemble des structures cérébrales étudiées, à 

l’exception du cervelet où la diminution est plus légère. Le niveau de protéine HTT est lui 

aussi diminué, avec un niveau particulièrement bas 6 semaines après injection, autour de 

80%, même dans le cervelet. De manière intéressante, alors que le niveau de transcrits HTT 

revient à des valeurs basales 12 semaines après injection, le niveau de protéine HTT reste 

bas, avec une diminution d’environ 60 à 70%. Ce décalage entre le niveau d’ARNm HTT et de 

protéine HTT est probablement dû à la demi-vie de la protéine qui doit être plus longue que 

celle du transcrit. Il serait intéressant de continuer cette cinétique afin d’observer le temps 

nécessaire pour un retour à un niveau basal de la protéine après une injection de Tc NS. 

D’autre part, des analyses de biodistribution sont en cours au laboratoire pour 

potentiellement expliquer les différences d’efficacité entre les structures cérébrales.  

La précédente étude utilisant le 2’MOE démontrait un retour à la normale du niveau 

d’ARNm et de protéine HTT 16 semaines après infusion de l’ASO en ICV à 50µg/jour pendant 

2 semaines (Kordasiewicz et al., 2012). Cela correspond donc à une dose cumulée de 700 µg, 

ce qui est bien plus que ce que nous avons injecté en TcNS. D’autre part, ils obtiennent une 

amélioration du phénotype qui dure pendant plus de 9 mois, soit 5 mois après le retour à un 

niveau de base de la protéine HTT. Ce phénomène a ainsi été nommé « Huntingtin holiday » 

par certains chercheurs pour illustrer le fait que la suppression transitoire de muHTT 

« remettrait à zéro l’horloge de la MH », et que les espèces toxiques prendraient des 

semaines voire des mois à se reformer (Lu et Yang, 2012).  

Il serait alors intéressant d’analyser le phénotype des souris traitées avec le TcNS afin de voir 

si les améliorations sont encore plus remarquables avec cette molécule qu’avec le 2’MOE. 

Nous pourrions alors faire des tests moteurs et comportementaux après une seule injection 
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ICV, mais également après infusion de TcNS à 50µg/jour afin de comparer l’efficacité de cet 

ASO à celui préalablement décrit. D’autre part, étant donné la capacité des TcDNA à 

traverser la barrière hémato-encéphalique, il serait intéressant d’injecter le TcNS par voie 

systémique et de regarder l’effet au niveau cérébral. Cela pourrait potentiellement soigner 

aussi les troubles périphériques observés chez les patients MH. En effet, la perte de poids, 

l’atrophie des muscles squelettiques et l’augmentation de l’activation du système 

immunitaire impactent la qualité de vie des patients. L’interaction entre le SNC et la 

périphérie reste relativement mal comprise. Cependant, il a été démontré que les cytokines 

pro-inflammatoires libérées par les monocytes peuvent traverser la BHE, ce qui exacerbe 

l’inflammation due à la neurodégénérescence (Carroll et al., 2015). En effet, la réponse 

inflammatoire est potentialisée dans les monocytes exprimant muHTT, et le silencing de HTT 

dans les monocytes entraîne une diminution de la libération de cytokines pro-

inflammatoires. De plus, il semblerait que les changements induits uniquement en 

périphérie affectent aussi le SNC et modifient le cours de la maladie. Ainsi, on pourrait 

imaginer qu’une diminution de l’expression de muHTT en périphérie améliore les 

symptômes périphériques et centraux. Bien entendu, des études sont nécessaires pour 

infirmer ou confirmer cette hypothèse, et le niveau de diminution de HTT devra être 

contrôlé pour ne pas induire d’effets secondaires dûs au silencing partiel de la huntingtine 

sauvage.  

Une étude clinique est actuellement en cours avec le 2’MOE et permettra ainsi de répondre 

à des questions essentielles, comme la dose d’ASO nécessaire pour induire un effet 

thérapeutique, mais aussi et surtout de déterminer à quel point la diminution de la protéine 

sauvage est tolérée chez les patients. En effet, la physiopathologie de la MH n’est pas encore 

très bien comprise et les chercheurs ne sont pas unanimes sur la cause, à savoir un gain de 

fonction toxique de muHTT ou une perte de fonction de HTT sauvage. Comme nous l’avons 

vu dans l’introduction, il existe des preuves supportant les deux hypothèses, il est donc très 

probable que HTT subisse à la fois une perte et un gain de fonction. Ainsi, il faut être prudent 

quant aux thérapies envisagées pour cette pathologie, et étant donné que HTT a de 

nombreuses fonctions dans la cellule, il est important de contrôler l’impact du silencing 

allèle non spécifique sur l’organisme. Une étude récente a notamment montré que le KO de 

HTT à 8 mois n’est pas délétère pour la souris (Yang et al., 2017). Il serait donc vraiment 
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intéressant de regarder l’effet sur l’organisme de la diminution de HTT total après injections 

ICV et IV à différents âges.    

Afin de s’affranchir de ce problème, les chercheurs ont essayé de mettre en place des 

stratégies davantage spécifiques de muHTT. Ainsi, après avoir identifié des SNP associés à la 

MH, ils ont utilisé des ASO gapmer ciblant ces SNP de façon à ce que la molécule antisens ne 

puisse se fixer que sur l’allèle muté. Différentes études décrites dans l’introduction se basent 

sur cette approche de médecine personnalisée. Le désavantage de cette stratégie est que 

tous les patients MH ne pourront pas être soignés avec un seul et même ASO. Il sera alors 

nécessaire de développer plusieurs molécules en clinique, puis de connaître les SNP de 

chaque patient afin d’administrer la bonne molécule. 

Une approche alternative permettant de cibler tout de même préférentiellement l’allèle 

muté consiste à cibler les répétitions CAG. 

III. Silencing allèle spécifique en ciblant les répétitions CAG 

Comme je l’ai montré au cours de ce projet, l’utilisation de Tc CTG de 15 nucléotides, qui 

recouvre donc 5 répétitions CAG, induit in vitro une diminution du niveau protéique de HTT. 

Cette baisse est relativement spécifique puisque le niveau de muHTT est impacté de 60%, 

contre 30% pour HTT sauvage. Le niveau d’ARNm HTT a été, dans un premier temps, évalué 

par RT-PCR permettant d’amplifier les répétitions CAG pour distinguer l’allèle muté de 

l’allèle sauvage. Ces résultats semblaient suggérer une diminution pratiquement totale du 

niveau d’ARNm HTT suite à la transfection de Tc CTG. Ceci est surprenant étant donné que le 

Tc CTG est entièrement modifié et ne doit donc pas induire de dégradation de l’ARNm par 

RNAse H. Nous pensions que l’ASO allait induire un blocage de la traduction, et donc 

diminuer la quantité de HTT sans impacter le niveau de transcrits. Nous avons alors remis en 

question le mode d’action de l’ASO, conforté par les travaux d’Evers et al. qui utilisent un 

2’OMe complètement modifié et qui montrent également une forte diminution de l’ARNm, 

sans pour autant en expliquer le mécanisme (Evers et al., 2011). Cela nous a alors conduits à 

mettre au point d’autres PCR, en aval des répétitions CAG, qui n’ont montré aucune 

diminution des transcrits HTT. Cela a été confirmé par deux qPCR au niveau des exons 7-8 et 

64-65. Le Tc CTG n’aurait donc pas d’impact réel sur les niveaux d’ARNm HTT et les 

observations de la RT-PCR autour des répétitions CAG seraient plutôt artéfactuelles. L’une 
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des explications possibles serait que le Tc CTG soit encore présent après extraction d’ARN, 

hybridé au niveau des répétitions CAG de HTT empêchant ainsi l’amplification de cette 

région (soit lors de la reverse transcription, soit lors de la PCR). Nous tentons d’ailleurs 

actuellement de vérifier cette hypothèse en ajoutant le TcDNA dans des échantillons 

contrôles avant ou après la reverse transcription.  

L’évaluation in vivo de cette molécule conduit à des résultats plus hétérogènes. Il n’y a 

effectivement pas d’effet sur la quantité d’ARNm HTT d’après les résultats obtenus par 

qPCR, mais il est plus difficile de conclure sur la quantité de protéine HTT. Cela s’explique 

tout d’abord par une variabilité au sein des souris injectées avec du PBS, mais aussi par une 

différence de réponse chez les animaux traités : par exemple, 1 seule souris sur les 4 traitées 

avec 50µg de Tc CTG semble réellement présenter une diminution de muHTT. Cette 

diminution est relativement spécifique de la forme mutée car la forme sauvage n’est 

pratiquement pas impactée.  

De la même façon, il a été montré ici que l’utilisation de U7snRNA ciblant 12 CAG semble 

induire une diminution de la quantité de muHTT in vitro et in vivo, selon le même processus. 

Les résultats in vivo sont encore difficiles à interpréter à cause d’une grande variabilité inter-

individuelle. Il serait ainsi intéressant pour l’évaluation de l’AAV-U7-CTG19 d’augmenter le 

nombre de souris injectées avec du PBS pour pouvoir réellement conclure sur l’efficacité de 

cette stratégie.  

D’autre part, une étude très récente montre l’utilisation d’ASO capables de se lier 

directement à l’ADN afin de diminuer à la fois le transcrit muHTT et la protéine mutée 

(Zaghloul et al., 2017). Pour cela, les auteurs ont utilisé un mix de nucléotides non-modifiés 

et de LNA, de différentes tailles, avec des liens PO ou PS. Ce sont des CAG, qui vont donc 

reconnaitre le brin matrice du gène HTT. Les LNA/ADN PS démontrent une très bonne 

capacité à diminuer la quantité d’ARNm et de protéines HTT in vitro, via une inhibition de la 

transcription, alors que le PO a une efficacité beaucoup plus faible. Ils démontrent d’ailleurs 

une localisation nucléaire des PS, et cytoplasmique des PO, ce qui pourrait expliquer cet 

effet. De manière intéressante, les ASO d’une longueur comprise entre 12 et 18 nucléotides 

induisent une diminution similaire du niveau d’ARNm HTT (autour de 60%), alors que le 
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LNA/DNA PS de 10 nucléotides abolit totalement cet effet. Cette stratégie est actuellement 

en cours d’évaluation dans mon laboratoire avec un TcDNA-CAG de 15 nucléotides.  

L’avantage de ces approches ciblant les répétitions CAG, si elles fonctionnent, est la 

possibilité de traiter tous les patients atteints de la MH avec une même molécule, 

contrairement à la stratégie basée sur les SNP. De plus, cette approche est plus sûre pour 

son adaptation en clinique puisqu’elle conserve le niveau de HTT sauvage, à l'inverse de 

l’approche allèle non spécifique décrite précédemment. Cependant, le génome humain 

comprend un nombre important de gènes contenant des répétitions CAG. Les protéines 

codées par ces gènes peuvent avoir un rôle essentiel pour la cellule, c’est pourquoi il est 

important que les ASO n’interfèrent pas dans l’expression de ces protéines. Comme décrit 

dans l’introduction, les travaux menés par l’équipe du Pr. Corey montrent que le PNA de 19 

nucléotides n’affecte pas le niveau protéique de TBP, ATN1 et FOXP2 qui contiennent des 

répétitions de glutamines (Hu et al., 2009a). Comme le montre Sun et al., les effets off target 

dépendent bien évidemment de la concentration de l’ASO et de sa séquence (Sun et al., 

2014). Par exemple, le PMO-CTG22 induit une diminution de l’expression d’ATXN3, alors que 

ce n’est pas le cas avec les PMO-CTG25 et CTG28. Il faut donc rester prudent quant aux 

effets off target de ces molécules, notamment pour le Tc CTG qui ne fait que 15 nucléotides 

de long. Il serait aussi intéressant de comparer sa spécificité avec celle de l’AAV-U7-CTG12, 

étant donné que ce dernier permet de cibler 12 CTG, soit une longueur totale de 36 

nucléotides.  

Il est d’ailleurs intéressant de noter que le PMO-CTG22, le plus court, inhibe l’expression 

protéique de HTT, de manière allèle non spécifique (Sun et al., 2014). De plus, la spécificité 

est d’autant plus marquée que le delta entre le nombre de répétitions de l’allèle muté et de 

l’allèle sauvage est grand. Le mécanisme selon lequel les ASO reconnaissent davantage 

l’allèle muté n’est pas totalement élucidé, mais cela fait intervenir non seulement le nombre 

de répétitions CAG, mais aussi la structure 3D de l’ARN qui facilite probablement la liaison 

des ASO. C’est d’ailleurs certainemement l’une des raisons permettant d’expliquer le peu 

d’effets off target observés (ou du moins décrits). 

Enfin, il est important de noter que la MH fait partie des maladies par expansion de 

polyglutamine, toutes causées par des répétitions CAG. Ces molécules pourraient donc 
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également être testées sur des modèles cellulaires et murins d’autres pathologies, comme 

l’ataxie spino-cérébelleuse qui est causée par une expansion des répétitions CAG au sein du 

gène ATXN3. Par exemple, le PNA de 19 nucléotides décrit par l’équipe du Pr. Corey a la 

capacité de diminuer in vitro l’expression de l’ataxine 3 mutée spécifiquement, de la même 

façon que pour la huntingtine (Hu et al., 2009a). Des fibroblastes dérivés de patients atteints 

de cette ataxie pourraient être cultivés dans notre laboratoire, afin de tester les molécules 

ciblant les répétitions CAG sur les lignées HTT en parallèle des lignées ATXN3. 

IV. Les modèles animaux de la MH et leurs limitations 

Les modèles murins de la MH ont, pour la plupart, un nombre de répétitions CAG très 

important (plus de 100 CAG) alors que les patients présentent en moyenne une cinquantaine 

de répétitions. Ces formes s’apparient davantage à des formes juvéniles, beaucoup plus 

sévères. Ainsi, l’évaluation d’approche allèle spécifique en ciblant les répétitions CAG 

pourrait par exemple s’avérer bénéfique et très spécifique de muHTT dans un modèle murin 

contenant plus de 100 répétitions CAG, alors que cela ne serait pas le cas chez un patient 

présentant 20 et 40 répétitions où les deux allèles sont plus difficiles à discriminer. Il est 

donc important de conserver les études in vitro qui permettent de se placer dans un 

contexte plus proche de ce qui est observé chez les patients pour lesquels les répétitions 

sont de plus petites tailles.  

L’une des raisons à l’origine du nombre très important de répétitions CAG chez les modèles 

animaux est d’exacerber la pathologie pour obtenir un phénotype plus marqué. Par 

exemple, la souris R6/2 a un phénotype très sévère avec une durée de vie réduite. Ainsi, 

même si cette souris ne contient que le fragment N-terminal de HTT, il est plus facile de 

conclure sur l’efficacité d’une molécule en regardant par exemple sa capacité à allonger la 

durée de vie des souris. A l’inverse, la souris YAC128 utilisée dans ces travaux développe un 

phénotype entre 6 à 9 mois, ce qui est assez tardif avec de plus, des déficits assez peu 

marqués. Dans le cadre de mon étude qui vise à évaluer le potentiel thérapeutique de 

molécules antisens qui ciblent les exons 1, 12, 13 et 36, la souris R6/2 n’était pas éligible. 

Cependant, il serait intéressant de tester les molécules ciblant les répétitions CAG sur ce 

modèle afin d’évaluer leur capacité à réverser le phénotype sévère de la R6/2 et à 

augmenter leur durée de vie. 
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D’autre part, la plupart des souris transgéniques contiennent en plus le gène Hdh codant 

pour la forme murine de HTT. Cela ne permet donc pas d’étudier la bonne tolérance des 

stratégies de silencing allèle non spécifique par exemple, puisque la forme HTT murine 

endogène prend le relais. Les souris Hu97/18 et Hu128/21 semblent être un bon compromis 

car elles contiennent uniquement les deux allèles HTT humain, sans la présence de son 

homologue murin (Southwell et al., 2013, 2017). Ces souches ne sont, à ma connaissance, 

pas encore commercialisées mais pourrait répondre aux questions concernant la quantité de 

HTT sauvage nécessaire à l’organisme. 

Il faut donc garder en mémoire que les modèles murins de la MH ne sont pas parfaits, mais 

participent tout de même à l’avancement de la compréhension des mécanismes 

moléculaires et cellulaires à l’origine de la pathologie, ainsi qu’à l’identification de nouvelles 

molécules thérapeutiques. 

V. Les biomarqueurs 

Dans cette étude, la quantité de muHTT a été déterminée uniquement par western blot. Il 

serait nécessaire de mettre en place d’autres techniques d’évaluation, comme des 

immunohistochimies permettant de détecter les agrégats de muHTT. De plus, il serait 

intéressant de réaliser du TR-FRET (Time-resolved Förster resonance energy transfer) en 

collaboration avec Novartis (Baldo et al., 2012 ; Weiss et al., 2009) afin de pouvoir quantifier 

muHTT soluble et muHTT agrégée.  

D’autre part, le laboratoire du Dr. Perrier à iStem met au point un test AlphaLISA capable de 

détecter de façon spécifique muHTT dans des neurones striataux et des astrocytes dérivés 

de cellules souches pluripotentes humaines provenant de patients (Communication 

personnelle de Julie Bigarreau, JED 2016). Nous avons par conséquent initié une 

collaboration afin de tester les différentes molécules antisens dans ce système de criblage in 

vitro.  

La grande difficulté de la MH, comme pour beaucoup d’autres pathologies, est de trouver 

des biomarqueurs sensibles qui permettent réellement de déterminer si un traitement 

fonctionne ou non. Le manque de biomarqueurs est à la fois visible dans les études de 

recherche en laboratoire universitaire mais également dans les études pré-cliniques et 



- Discussion - 

  
   

138 

cliniques où les molécules échouent souvent faute d’efficacité. Il est alors difficile de savoir si 

la molécule est réellement inefficace ou si les modalités de l’essai clinique, tels que les 

critères d’inclusion des patients dans l’essai et les paramètres mesurés, ont été mal 

décidées. 

Comme nous l’avons précédemment discuté, les modèles animaux présentent des 

phénotypes variables et généralement assez peu marqués. Ainsi, de nombreuses études 

s’attèlent à évaluer d’autres paramètres qui pourraient être objectivement mesurés et 

reflèteraient avec certitude la réponse au traitement. Certains biomarqueurs relèvent de la 

clinique, avec une évaluation directe des patients qui, sur une échelle établie, peuvent 

mesurer leur capacité à faire telle ou telle action. D’autres biomarqueurs concernent des 

techniques d’imagerie cérébrale et sont là encore difficiles voire impossibles à mettre en 

place sur des modèles animaux en laboratoire. Les biomarqueurs biochimiques sont donc les 

plus utilisés ; ils sont notamment dosés dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) et le sang 

(Andre et al., 2014). Il serait donc intéressant de mettre en place le prélèvement de LCR au 

laboratoire afin d’étudier les différents biomarqueurs décrits dans le LCR et dans le sang.  

Au cours de cette étude, nous nous sommes également intéressés à certains biomarqueurs 

des fibroblastes décrits par une équipe italienne, afin d’avoir une autre mesure permettant 

de conclure quant à l’efficacité des outils thérapeutiques testés (Marchina et al., 2014). 

Malheureusement, nous n’avons pas retrouvé de surexpression dans les lignées provenant 

de patients atteints de la MH en comparaison à la lignée sauvage. Cela s’explique, entre 

autres, par une variabilité très forte de l’expression de ces gènes au cours du temps dans la 

lignée sauvage.  

VI. TcDNA et AAV-U7snRNA : avantages et inconvénients 

L’objectif de ma thèse était d’évaluer trois approches antisens connues et préalablement 

validées en utilisant deux nouveaux outils maitrisés et développés au sein de mon 

laboratoire : une nouvelle chimie d’ASO synthétiques, le TcDNA, et une approche vectorisée 

utilisant le système U7snRNA. Nous allons donc discuter des avantages et des inconvénients 

de ces deux outils en s’appuyant sur les résultats obtenus au cours de ma thèse, ainsi que 

sur les études menées par mon laboratoire sur d’autres pathologies.  
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De par sa structure contrainte, le TcDNA a la propriété d’être très affin pour son messager 

cible. Alors que les chimies classiques contiennent le plus souvent une vingtaine de 

nucléotides, le TcDNA en contient généralement 15, et est également efficace à 13 

nucléotides (Relizani et al., 2017). Cela offre l’avantage de diminuer les coûts de production, 

mais également de réduire la masse de nucléotides synthétiques injectés tout en conservant 

l’effet biologique (Goyenvalle et al., 2016). Cependant, en diminuant la taille de l’ASO, il faut 

être d’autant plus vigilant concernant les effets off target, comme évoqué précédemment. 

En travaillant sur DMD et SMA, mon équipe a démontré l’efficacité supérieure des TcDNA 

par rapport aux chimies classiques pour moduler l’épissage (Goyenvalle et al., 2015 ; Robin 

et al., 2017). Ces travaux ont également prouvé leur capacité à traverser la BHE après 

injections intraveineuses et sous-cutanées (Goyenvalle et al., 2015, 2016 ; Robin et al., 

2017). Le mécanisme selon lequel le TcDNA est plus efficace est encore incompris, même si 

l’on sait qu’il est très stable, avec une biodistribution très large qui peut même atteindre le 

SNC. De plus, les TcDNA sont capables de former des nanoparticules spontanément (Ezzat et 

al., 2015 ; Goyenvalle et al., 2015), ce qui pourrait imiter les agents transfectants et donc 

augmenter l’assimilation de l’ASO par les cellules. Une autre hypothèse serait que les TcDNA 

se lient naturellement à des protéines qui leur permettent d’être transportés et de passer 

les barrières endothéliales (Goyenvalle et al., 2016). Une partie de l’équipe s’attèle à 

identifier les protéines qui se lient au TcDNA afin de mieux comprendre les mécanismes 

cellulaires qui conduisent à cette efficacité.  

D’autre part, il est également possible de conjuguer les TcDNA à des molécules amphiphiles, 

comme les acides gras ou le cholestérol. L’ajout de ces molécules permet d’augmenter la 

pénétration des ASO dans la cellule, et leur biodistribution générale après injection 

systémique (travaux en cours, non publiés). Il faut garder en mémoire que lorsqu’une 

séquence a par exemple la capacité de moduler l’épissage, alors il est possible d’optimiser 

cette séquence en faisant varier sa taille, sa composition en PO/PS, les modifications 

chimiques des nucléotides, l’ajout de molécules permettant l’entrée dans les cellules etc… Il 

en est de même pour les U7snRNA. Même s’il n’est pas possible d’agir sur les mêmes 

paramètres, le type de vecteur viral (AAV ou lentivirus) ou le sérotype peut être modifié afin 

de moduler le tropisme et le type cellulaire impacté.  
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L’une des limitations des thérapies antisens est la distribution au sein de l’organe cible. Cela 

est bien sûr dépendant du mode d’administration. Dans le cadre de la MH, les molécules 

antisens sont injectées en local, directement dans le LCR par voie ICV ou intrathécale. 

L’AAV2/9 utilisé dans cette étude a l’avantage de transduire les cellules neuronales et les 

astrocytes de différentes structures comme le cortex, l’hippocampe et le cervelet (Donsante 

et al., 2016). Les ASO ont la capacité de diffuser relativement bien au sein des structures 

cérébrales après une injection ICV (Casaca-Carreira et al., 2017 ; Geary et al., 2015). Il serait 

intéressant de comparer la biodistribution des chimies classiques avec celle des TcDNA, afin 

de documenter au mieux les propriétés de cette nouvelle chimie. Ces études sont 

actuellement en cours au sein du laboratoire. Il est important de garder en mémoire que l’on 

peut aussi influencer la biodistribution en optimisant le protocole opératoire, à savoir la 

quantité de particules injectées, la vitesse et le volume d’injection.  

L’un des autres inconvénients des ASO est l’effet transitoire de ces molécules, qui vont être 

métabolisées après quelques semaines ou quelques mois. Il est donc nécessaire de ré-

injecter plusieurs fois le patient au cours de sa vie, ce qui est problématique notamment 

dans le cas de modes d’injections invasifs (type intrathécale). Le gros avantage du système 

vectorisé est que l’on obtient un effet à long terme, necessitant peu (ou potentiellement 

pas) de ré-administration. Cependant, cette propriété peut se révéler limitante aux yeux des 

instances réglementaires car non réversible, contrairement à l’effet des ASO.  

L’inconvénient des vecteurs viraux comme les AAV est d’une part leur faible capacité 

d’encapsidation, limitant donc la taille des transgènes envisageables. Cela n’est pas un 

problème dans notre cas étant donné que le U7snRNA est petit, il est même possible d’en 

mettre plusieurs dans un même vecteur ! D’autre part, le génome des AAV étant maintenu 

sous forme épisomale (et non intégré dans le génome comme pour les vecteurs lentiviraux), 

leur effet à long terme ne sera garanti que dans des cellules quiescentes, ce qui n’est pas 

dérangeant lorsque l’on s’intéresse à des cellules neuronales comme c’est le cas ici.  

D’autre part, une grande partie de la population produit des anticorps neutralisants dirigés 

contre certains sérotypes d’AAV. Là encore, cela ne pose pas de problème dans notre étude 

puisque nous tirons avantage du cerveau qui est une zone de l’organisme relativement 

isolée. Cet espace protégé est également favorable pour l’ASO, où la toxicité est moindre 



- Discussion - 

  
   

141 

que lorsque l’on injecte directement par voie systémique. Il est intéressant de noter que le 

Tc NS a pu être injecté en ICV à deux doses différentes, 130 et 260 µg, alors que ces doses se 

sont avérées toxiques pour le Tc CTG. Cela peut s’expliquer par le nombre de nucléotides 

modifiés dans les ASO : Tc CTG contient 15 nucléotides modifiés alors que le Tc NS est un 

gapmer qui n’en contient donc que 8. Cela suggère donc que les modifications Tc sur les 

nucléotides entraînent une certaine toxicité, mais cela reste relatif en comparaison à celle 

induite par les 2’OMe (communication personnelle de Willeke Van Roon-Mom). Nous avons 

d’ailleurs nous-même expérimenté la toxicité de cette chimie en injectant le 2’O NS à une 

dose équimolaire au Tc NS. Les souris n’ont pas survécu à 330 et 165 µg de 2’O NS. 

Dans un souci de temps, nous avons donné la priorité à la stratégie de silencing allèle non 

spécifique, qui ne peut pas être vectorisée puisqu’elle nécessite un ASO gapmer pour activer 

la RNAse H. Cependant, les U7snRNA capables d’induire le saut de l’exon 13, qui induirait un 

décalage du cadre de lecture, pourraient conduire à un silencing allèle non spécifique. Il 

serait donc intéressant d’étudier cette stratégie in vivo afin de comparer une approche allèle 

non spécifique vectorisée aux ASO gapmer.  

Une question importante reste l’efficacité minimum suffisante in vivo. L’inhibition complète 

de l’expression de muHTT n’est pas nécessaire pour obtenir un effet thérapeutique, tout 

comme l’inhibition partielle de HTT sauvage ne devrait pas conduire à des effets indésirables 

car la portion restante devrait être suffisante. Les résultats de l’essai clinique du 2’MOE 

allèle non spécifique conduit par IONIS (HTTRx), attendus fin 2017, devraient apporter des 

réponses. 
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Ce projet de thèse a permis d’utiliser des outils antisens de nouvelle génération, comme les 

TcDNA et le système vectorisé U7snRNA, et de les adapter pour une maladie 

neurodégénérative cruellement en attente de thérapie : la maladie de Huntington.  

Ce projet de recherche translationnelle nécessitent des connaissances fondamentales sur la 

fonction de la huntingtine et sur la physiopathologie de la MH, mais aussi sur des 

mécanismes cellulaires comme l’épissage pour mettre en place des approches 

thérapeutiques innovantes comme le saut d’exon par exemple. Même si de nombreuses 

interrogations restent encore en suspens 24 ans après la découverte du gène HTT et de la 

huntingtine, à commencer par la fonction de cette protéine, l’avancée de ces dernières 

années en termes de stratégies thérapeutiques représente un espoir pour les patients. 

Malheureusement, la route entre le laboratoire et la clinique est longue et parsemée 

d’embûches. Je reste cependant persuadée que les nombreux efforts fournis par la 

communauté de chercheurs finiront par payer et que cela aboutira à de nombreux 

traitements, pour la MH mais aussi pour d’autres maladies génétiques.  

D’un point de vue plus personnel, cette thèse m’a fait prendre conscience des difficultés 

inhérentes à la recherche. Par exemple, j’avais seulement accès, au sein du laboratoire et 

dans le temps imparti, à la méthode du western blot pour évaluer l’efficacité des outils 

thérapeutiques. J’ai également dû faire face à une variabilité inter-individuelle très 

importante lors des expériences in vivo, qui m’a continuellement fait douter de mes 

résultats et m’a, encore plus, poussé à augmenter le nombre de souris. Cela n’a d’ailleurs 

pas toujours été facile, étant donné que nous avons rencontré de nombreux problèmes 

d’accouplement au sein de l’animalerie. Tous ces « imprévus », fréquents en recherche, ont 

contribué à ma frustration. C’est aussi pourquoi les biomarqueurs sont indispensables et 

essentiels pour valider ou non une approche thérapeutique.  

J’ai également pris conscience du temps nécessaire à l’aboutissement d’un projet de 

recherche. Il faut parfois faire face à des modèles animaux qui ne présentent pas de 

phénotype avant plusieurs mois, comme c’est le cas ici. Malgré ma motivation pour faire 

avancer les choses, je regrette de ne pas avoir eu le temps d’évaluer les potentiels effets 

thérapeutiques des molécules antisens sur le comportement des souris YAC128. 
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Même si je me suis heurtée à la complexité de la huntingtine et à la difficulté que représente 

la recherche en générale, je reste d’autant plus admirative devant ce que les chercheurs sont 

capables de créer, en utilisant des mécanismes cellulaires et en les détournant pour devenir 

les médicaments de demain. 
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I. Fiches techniques 

A. N°1 : Construction des U7snRNA modifiés  

Exemple du U7_ex12_ASDS 

 

 
 Designer les amorces permettant l’introduction des séquences antisens dans la 

cassette U7snRNA par mutagénèse dirigée 
 

o Séquences des amorces pour U7 murin : 

F-Xba : 5’-GGGTCTAGATAACAACATAGGAGCTGTGA-3’ 

R-Nhe : 5’-AAAGCTAGCCACAACGCGTTTCCTAGGA –3’ 
 

o Séquences des oligonucléotides/dans la cassette U7 

AON12.AS : UUCACUGAGGCUGAAGACAG/TTCACTGAGGCTGAAGACAG 

AON12.DS : CCCACUUACAAUUUCAGAAC/CCCACTTACAATTTCAGAAC 
 

o Séquences des amorces utilisées pour la mutagenèse : 

U7_ex12_ASDS_R1 : 5’- TTCTGAAATTGTAAGTGGGTTGCGGAAGTGCGTCTGTA -3’ 

U7_ex12_ASDS_R1b : 5’- AGCCTCAGTGAAGTTCTGAAATTGTAAGTGGGTTG -3’ 

U7_ex12_ASDS_F : 5’- TCACTGAGGCTGAAGACAGAATTTTTGGAGCAGGTTTTCT -3’ 

 Réaliser les PCRI et II, déposer les échantillons sur gel d’agarose à 1%, extraire sur gel 

les produits de PCR (286pb pour la PCRI et 169pb pour la PCRII) puis les resuspendre 

dans 30µL d’eau après purification avec le kit PCR clean up (Macherey Nagel) 
 

o Mix pour la PCRI : 

Master Mix GoTaq (Promega) 25µL 

F-Xba 1µL 

U7_ex12_ASDS_R1 1µL 

Eau 22µL 

mU7 1µL (environ 100ng) 

PCRI et I b PCRII 

 

PCRIII 

 

U7modifié 

 

F-Xba 

R-Nhe 
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o Mix pour la PCR II :  

Master Mix GoTaq (Promega) 25µL 

R-Nhe 1µL 

U7_ex12_ASDS_F 1µL 

Eau 22µL 

mU7 1µL (environ 100ng) 
 

o Programme PCRI et II : 

95°C 5’ 

95°C 30’’ 

55°C 30’’       x30 

72°C 1’ 

72°C 7’ 

o Exemple de résultats :  

 
 

 Réaliser la PCRI b sur le produit de la PCRI, déposer les échantillons sur gel d’agarose 

à 1%, extraire sur gel les produits de PCR à la taille attendue (299pb) puis les 

resuspendre dans 30µL d’eau après purification avec le kit PCR clean up (Macherey 

Nagel) 

o Mix pour la PCRI b :  

Master Mix GoTaq (Promega) 25µL 

F-Xba 1µL 

U7_ex12_ASDS_R1b 1µL 

Eau 22µL 

PCRI 1µL (environ 100ng) 
 

o Programme PCRI b : 

95°C 5’ 

95°C 30’’ 

55°C 30’’       x30 

72°C 1’ 

72°C 7’ 

o Exemple de résultats : 
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 Réaliser la PCRIII sur les produits des PCRI b et II, déposer les échantillons sur gel 

d’agarose à 1% (à 60V pendant 90min), extraire sur gel les produits de PCR à la taille 

attendue (456pb) puis les resuspendre dans 30µL d’eau  

 

o Mix pour la PCRIII :  

Master Mix GoTaq (Promega) 25µL 

F-Xba 1µL 

R-Nhe 1µL 

Eau 22µL 

PCRIb et PCRII 1µL (environ 100ng) de chaque 
 

o Programme PCRIII : 

95°C 5’ 

95°C 30’’ 

55°C 30’’       x30 

72°C 1’ 

72°C 7’ 
 

o Exemple de résultats :  

 
 

 Séquence de la cassette U7snRNA après mutagénèse dirigée pour ajouter les 

séquences antisens. En orange : séquences des amorces F-Xba et R-Nhe, surlignées 

en cyan et magenta : séquences des oligonucléotides ajoutées par mutagénèse. 

 

GGGTCTAGATAACAACATAGGAGCTGTGATTGGCTGTTTTCAGCCAATCAGCACTGACTCATTTGCAT
AGCCTTTACAAGCGGTCACAAACTCAAGAAACGAGCGGTTTTAATAGTCTTTTAGAATATTGTTTATC
GAACCGAATAAGGAACTGTGCTTTGTGATTCACATATCAGTGGAGGGGTGTGGAAATGGCACCTTG
ATCTCACCCTCATCGAAAGTGGAGTTGATGTCCTTCCCTGGCTCGCTACAGACGCACTTCCGCAACCC
ACTTACAATTTCAGAACTTCACTGAGGCTGAAGACAGAATTTTTGGAGCAGGTTTTCTGACTTCGGTC
GGAAAACCCCTCCCAATTTCACTGGTCTACAATGAAAGCAAAACAGTTCTCTTCCCCGCTCCCCGGTG
TGTGAGAGGGGCTTTGATCCTTCTCTGGTTTCCTAGGAAACGCGTATGTGGCTAGCTTT 
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 Cloner ensuite le produit de PCR purifié dans un vecteur pSMD2 : 

o Digérer le produit de PCR obtenu avec les enzymes de restriction Xba et Nhe 

(U7 murin) ou Nhe seulement (U7 humain) et le vecteur pSMD2 par l’enzyme 

Xba en préparant les mix suivants : 

 

    Produit PCR : Xba/Nhe        pSMD2 : Xba 

CutSmart 10 X 5µL 6µL 

BSA 10X 5µL 6µL 

Xba 1µL 3µL 

Nhe 1µL  

DNA 28µL 4µL 

H20 10µL 41µL 

   

o Incuber 3h à 37°C extraire sur gel les produits de PCR à la taille attendue puis 

les resuspendre dans 30µL d’eau après purification 

o Déphosphoryler le vecteur à l’aide d’une phosphatase (Biolabs) en préparant 

le mix suivant : 

 

      

               

o Incuber 1h à 37°C puis inactiver 30 min à 65°C 

o Réaliser ensuite la ligation des produits digérés obtenus à l’aide d’une ligase 

(Biolabs) en préparant le mix suivant : 

Vecteur pSMD2 50ng  

Insert obtenu 30ng  

Eau QSP 9µL 

Tampon 2X 10µL 

Ligase 1µL 

 

o Incuber 5 à 8 min à RT puis 5 minutes sur glace 

 

 Transformer des bactéries compétentes par choc thermique : 

o Ajouter 5µL du mélange de ligation à 50µL de bactéries compétentes 

o Incuber dans la glace 15 à 30 min 

o Incuber 30 sec à 42°C (choc thermique) puis 2 min dans la glace 

o Ajouter 450µL de milieu de culture bactérienne SOC puis incuber pendant 

30min à 37°C 

o Etaler ces bactéries sur une boîte de Pétri LB + ampicilline et incuber sur la 

nuit à 37°C 

pSMD2 (Vecteur) 28µL 

Tampon (pour AP) 10 X 3,5µL 

Antarctic phosphatase 1µL 

H20 2,5µL 
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 Extraire les U7snRNA modifiés : 

o Repiquer 5 à 8 clones dans 3mL de LB + ampicilline 

o Extraire l’ADN plasmidique de chaque clone à l’aide d’un kit Miniprep 

(NucleoSpin Plasmid, Macherey-Nagel) 

o Digérer les clones obtenus avec l’enzyme AvaI qui coupe dans les ITR libérant 

ainsi la cassette (tailles attendues : 4kb et 750pb) : 

CutSmart 10 X 2µL 

BSA 10X 2µL 

ADN plasmidique 3µL 

AvaI 1µL 

Eau 12µL 

o Incuber 1 à 2h à 37°C puis déposer les échantillons sur gel d’agarose à 1% (à 

90V pendant 30min) 

o Exemple de résultats :  

 
 

o Confirmer les clones d’intérêt par séquençage 

o Cultiver un de ces clones dans 250 ml de milieu LB + ampicilline 

o Extraire puis purifier l’ADN plasmidique du clone sélectionné à l’aide d’un kit 

Maxiprep (NucleoBond® Xtra Maxi, Macherey-Nagel) puis confirmer son profil 

par digestion enzymatique avec AvaI (en suivant le protocole précédent) et 

par séquençage 
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B. N°2 : Production de vecteurs lentiviraux 

J0 : Changer le milieu de culture de cellules HEK293T à 80% de confluence 2h avant la 

transfection (milieu DMEM complémenté avec 10% de sérum de veau fœtal (SVF)) puis 

quadri-transfection (50µg total, quantités stœchiométriques) avec :  

- un plasmide d’encapsidation et intégration du génome (pMDLg/pRRE)  

- un plasmide de translocation nucléaire (pRSV-Rev)  

- un plasmide d’enveloppe VSV-G (pMD2-G) 

- un plasmide portant le transgène flanqué par deux LTR (Long Terminal Repeat) 

 Ajouter 680 µl de TE 0,1X (pH 8.0) + 346 µl d’H2O MQ (15 ou 18 M) + 114 µl de 

CaCl2 à 2,5M : Tube « ADN » 

 Dans un autre tube, placer le volume équivalent du « tube ADN » de tampon HBS 2X : 

Tube « HBS » 

 Ajouter le contenu du « tube ADN » goutte à goutte dans le « tube HBS » en 

homogénéisant doucement l’ensemble 

 Laisser incuber la suspension de transfection entre 5 minutes et 30 minutes max 

 Ajouter le mix goutte à goutte dans la boite de culture et incuber sur la nuit à 37°C  

 

J1 : Changement de milieu et 1ère récolte de vecteurs 

 Début de journée : éliminer le milieu de culture de la veille et le remplacer par 14 ml 

de milieu frais (DMEM + 10% SVF + 1% PS) 

 Fin de journée : récolter le surnageant de la boîte de culture et remettre 14 ml de 

milieu frais 

 

J2 : 2ème et 3ème récoltes de vecteurs 

 Début de journée : récolter le surnageant de la boîte de culture et remettre 14 ml de 

milieu frais 

 Fin de journée : récolter le surnageant de la boîte de culture et remettre 14 ml de 

milieu frais 

 

J3 : 4ème et 5ème récoltes de vecteurs 

 Début de journée : récolter le surnageant de la boîte de culture et remettre 14 ml de 

milieu frais 

 Fin de journée : récolter le surnageant de la boîte de culture  

 

J4 : Purification des vecteurs lentiviraux  

 Les récoltes sont centrifugées à 3500 x g pendant 20 minutes et filtrées (0,45 µm) 

 Les clarifiats sont déposés dans des tubes UltraClear (Beckman Coulter) de 38 ml et 

ultracentrifugés à 32000 rpm pendant 2h à 16°C 

 Les surnageants sont éliminés et les culots repris dans 50 µl de tampon PBS 1X  

 Les vecteurs lentiviraux sont stockés à -80°C. 
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C. N° 3: Production de vecteurs AAV  

J0 : Ensemencer des cellules 293T en boîte de culture 150 mm avec du milieu DMEM 
(Dulbecco's Modified Eagle's Medium) complémenté avec 10% de sérum de veau fœtal (SVF) 
 

J3 : Ensemencer des cellules 293T en Hyperflask®  

 

J4 : Tri-transfecter (500µg total, quantités stœchiométriques) des cellules 293T avec :  

- un plasmide Helper (pXX6) contenant les gènes helpers pour la réplication des 

génomes AAV 

- un plasmide portant les séquences Rep et Cap de l’AAV 

- un plasmide portant le transgène flanqué par deux ITR (Inverted Terminal Repeat) 

 Ajouter 10mL de solution de NaCl à 150mM puis 1,25mL de PEI (PolyEthylenImine) 

 Incuber 20 minutes à température ambiante 

 Ajouter le mix ADN-PEI à 500 ml de milieu de transfection (DMEM GlutaMAXTM w/o 

pyruvate à 4,5 g/L glucose + 2% FBS + 1% PS) 

 Incuber l’Hyperflask® avec ce milieu à 37°C/5% CO2 pendant 72 heures 

 

J7 : Récolter et traiter les AAV 

 Lyser les cellules en ajoutant de la RNAse à 5µg/ml final et du Triton à 0.5% final puis 

incuber 1h à 37°C 

 Pré-clarifier le milieu en le centrifugeant à 3 500 g 16°C 30min 

 Clarifier le surnageant en le passant sur un filtre 0,45µm 

 Concentrer le milieu clarifié sur une colonne de filtration à flux tangentiel (TFF) de 

500kDa jusqu’à obtention d’un volume de 60mL 

 Préparer un gradient de iodixanol : 3ml de 25% d’iodixanol, 4 ml de 40% et 2 ml de 

60%, ajouter le milieu concentré puis centrifuger à 700 000 rpm pendant 20min à 

16°C 

 Collecter les AAV entre les différentes couches de iodixanol 

 Concentrer ces AAV à l’aide d’un filtre Amicon® à 10 000 Da, centrifuger à 3500g à 

8°C jusqu’à élimination complète du iodixanol et obtention de 250µL d’AAV 

concentrés 

 Déterminer le titre des AAV par qPCR après traitement à la DNase puis à la 

protéinase K 

Prod 
AAV-U7 

12.3.4 13ASDS 13.1.2 CAG12 CAG19 CAG7DS GFP 

Titre 
(vg/ml) 

8,2E+11 4,4E+11 1,2E+12 1,8E+12 9,9E+11 7,8E+12 2,6E+12 
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D. N°4 : Culture de fibroblastes  

 Types cellulaires utilisés :  

- GM02171 (17/17 CAG) 

- GM02147 (43/15 CAG) 

- GM03621 (59/18 CAG) 

- GM09197 (151/21 CAG) 

 Milieu de prolifération :  

- F10 + 20% FBS + 1% Pénicilline-Streptomycine 

 Incubation :  

- 37°C, atmosphère humide, 5% CO2 

 Milieu de congélation :  

- FBS + 10% DMSO 
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E. N°5 : Transfection et transduction de fibroblastes  

 

 Transfection d’oligonucléotides antisens 

J0 : Ensemencer 120 000 cellules/puits dans une plaque 6 puits.  

J1 : Après avoir renouvelé le milieu de prolifération, transfecter les cellules à 70-90% de 

confluence avec 3µg d’oligonucléotides antisens à 0,1µg/µl et 3µL de PLUS Reagent® en 

milieu Opti-MEM™ (Gibco®) ajoutés, après 5min d’incubation, à 12µL de Lipofectamine® en 

milieu Opti-MEM™ (Gibco®) également.  

 

J3 : Décoller les cellules avec de la trypsine-EDTA 0,05% (Gibco®) 48h après la transfection 

afin d’extraire l’ARN des cellules. 

J4 : Décoller les cellules avec de la trypsine-EDTA 0,05% (Gibco®) 72h après la transfection 

afin d’extraire les protéines des cellules en regroupant 2 puits. 

 

 Transduction de lentivirus-U7snRNA 

J0 : Ensemencer 60 000 cellules/puits dans une plaque 12 puits.  

J1 : Après avoir renouvelé le milieu de prolifération, ajouter 20µl de lentivirus-U7snRNA. 

 

Récolter les cellules lorsqu’il y a l’équivalent d’un puits de plaque 6 puits pour l’ARN, et de 

deux puits pour les protéines. 
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F. N°6 : Génotypage  

 Extraire l’ADN de bouts de queues de nouveaux-nés murins en ajoutant de la soude à 
50mM puis en dénaturant 35 minutes à 98°C et enfin en neutralisant par ajout de 
Tris-HCl 1M pH 8,2 
 

 Préparer les mix pour amplifier les exons 7-8 humains et le Gapdh murin et réaliser le 
programme PCR suivant : 

 

GoTaq (Promega) MasterMix 2X 12,5µL 

Primer F à 10µM 0,5µL 

Primer R à 10µM 0,5µL 

Eau 8,5µL 

ADN 3µL 

  
 

o Programme PCR génotypage (ex7-8 et Gapdh murin) :  
 

95°C 5’ 

95°C 30’’ 

60°C 30’’      x30 

72°C 1’ 

72°C 7’ 

 Séquences des amorces utilisées : 

F_ex7 HTT humain 5’-TGCCAGCACTCAAGAAGGACAC-3’ 

R_ex8 HTT humain 5’-CACGCCAAGAATCAGCAGAGTGG-3’ 

F_Gapdh murin 5’-TGACGTGCCGCCTGGAGAAA-3’ 

R_Gapdh murin 5’-AGTGTAGCCCAAGATGCCCTTCAG-3’ 

  

 Déposer les échantillons sur gel à 1,5% d’agarose et analyser les résultats obtenus 
pour sélectionner les animaux porteurs du transgène 

  
o Exemple de résultats obtenus sur gel d’agarose 1,5% :  
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G. N°7 : Injection intracérébroventriculaire (ICV)  

 Injecter par voie intra-péritonéale 2 anesthésiques systémiques (kétamine à 90mg/kg 

et xylazine à 10mg/kg)  

 Injecter en sous-cutané un anesthésique local (Bupivacaïne 0,25% à 8mg/kg) autour 

de la zone d’injection préalablement rasée 

 Placer la souris sur une console de stéréotaxie équipée d’un tapis chauffant et 

appliquer un gel ophtalmique hydratant sur sa cornée 

 Localiser le bregma et perforer le crâne de l’animal selon les coordonnées suivantes : 

Rostrocaudal : -0,2 mm ; Médiolatéral : -1 mm ; Dorsoventral : -2,5 mm 

 Injecter les molécules à 0,5µL/min dans le ventricule latéral droit de l’animal à l’aide 

d’une seringue de précision Hamilton 1701 SN 32/25/4 couplée à un pousse-seringue 

automatique 

 Injecter un antalgique systémique en sous-cutanée (Buprénorphine à 0,1mg/kg) 

 Reboucher l’ouverture du crâne avec de la cire stérile et suturer le scalp avec du fil 

non résorbable 

 Désinfecter la plaie à l’aide d’un antiseptique cutané 

Au moment du sacrifice :  

 Isoler le cerveau 

 Séparer le côté ipsilatéral (droit) du côté contralatéral (gauche) 

 Isoler pour chaque hémisphère : le cortex, le striatum, l’hippocampe et le cervelet 

 Séparer chaque partie du cerveau en deux (un servira à étudier l’ARN, et l’autre les 

protéines) et les placer dans des tubes à billes 

 Placer les tubes à billes dans l’azote liquide  

 Conserver les échantillons à -80°C 
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H. N°8 : Extraction d’ARN à partir de cellules/tissus 

 Ajouter 0,5mL/1mL de Trizol par échantillon de cellules (1 puits de plaque 6 puits) / 

tissus (morceau de chaque structure cérébrale étudiée) 

 Homogénéiser le lysat cellulaire par pipetage/par utilisation d’un Precellys® avec des 

billes de céramique (1,4mm de diamètre) et incuber 5min à température ambiante 

 Ajouter 0,1mL/0,2mL de chloroforme puis agiter vigoureusement pendant 15s 

 Incuber 3min à température ambiante et centrifuger à 12 000 g pendant 15min à 4°C 

 Récupérer la phase aqueuse et ajouter 0,25mL/0,5mL d’éthanol à 70% 

 Transférer sur colonne Macherey-Nagel 

 Centrifuger à 12 000 g pendant 30s à température ambiante 

 Jeter le surnageant puis ajouter 350µL de tampon MDB (Membrane Desalting Buffer) 

sur la colonne 

 Centrifuger à 12 000 g pendant 1min et jeter le surnageant 

 Ajouter 95µL de DNase sur la colonne et incuber 15min à température ambiante 

 Ajouter 200µL de tampon RA2 sur la colonne puis centrifuger 30s à 11 000 g 

 Placer la colonne dans un nouveau tube collecteur puis ajouter 600µL de tampon RA3 

sur la colonne  

 Centrifuger à 11 000 g pendant 30s puis placer la colonne dans un nouveau tube 

collecteur 

 Ajouter 250µL de tampon RA3 sur la colonne puis centrifuger à 11 000 g pendant 

2min  

 Placer la colonne sur un tube de 1,5mL et ajouter 30µL (cellules et hippocampe) / 

40µL (striatum) / 60µL (cortex et cervelet) d’eau RNase-free 

 Eluer en centrifugeant à 11 000 g pendant 1min  

 Doser au NanoDrop 
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I. N°9 : Analyse par RT-PCR  

 Réaliser une reverse-transcription sur les ARN à l’aide du kit SuperScript III 

(Invitrogen) : 

o Préparer le mix 1 suivant, incuber 5min à 65°C puis 1min sur glace 
 

ARN 1µg 

Random Hexamers Primers 1µl 

10 mM dNTP 1µl 

Eau qsp 10µl 

  

o Préparer un deuxième mix (mix 2, composition ci-dessous) puis ajouter 10µL 

de mix 2 dans le mix 1 

 

 

 

 

o Suivre le protocole suivant puis incuber 10min à 25°C  50min à 50°C 5min à 

58°C sur glace 

o Ajouter 1µL de RNase H puis incuber 20min à 37°C 
 

 Réaliser différentes PCR (programmes précisés ci-dessous) en préparant le mix 

suivant sur les ADNc obtenus puis déposer les échantillons sur gel à 1,5% d’agarose 

et analyser les résultats par quantification avec ImageJ de l’intensité des bandes 

obtenues : 

o Mix préparé : 

GoTaq (Promega) MasterMix 2X 25µL 

Primer F à 10µM 1µL 

Primer R à 10µM 1µL 

Eau 21 µL 

ADNc 2µL de RT (à partir d’1µg d’ARN) 

 

o Programme PCR exon 1/1bis  (amplification des répétitions CAG) : 

95°C 5’ 

95°C 30’’ 

60°C 30’’       x35 

72°C 1’ 

72°C 7’ 

F_ex1bis 5’-ATGGCGACCCTGGAAAAGCTGAT-3’ 

R_ex1bis 5’-TGAGGCAGCAGCGGCTG-3’ 

10 X RT Buffer  2µL 

25 mM MgCl2  4µL 

0.1 M DTT  2µL 

RNAse OUT  1µL 

SuperScript III  1µL 
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Cellules / 
Souris 

Nombre 
répétitions 

CAG 

Taille 
fragment PCR 

Ex1-1 

GM02147 
43 263 

15 179 

GM02171 
17 185 

17 185 

GM03621 
59 311 

18 188 

GM09197 
151 587 

21 197 

YAC128 128 518 

 

 

o Programme PCR exon 1/5 (après les répétitions CAG) : 

95°C 5’ 

95°C 30’’ 

59°C 30’’     x30 

72°C 1’ 

72°C 7’ 

F_ex1tris 5’-GCCTCCTCAGCTTCCTCAG-3’ 

R_ex5 5’-CTGCATTTCTGAGGCCGAAC-3’ 

 

o Programme PCR exon 9/16 (saut des exons 12 et 13) : 

95°C 5’ 

95°C 30’’ 

59°C 45’’         x27 

72°C 1’10’’ 

72°C 7’ 

F_ex9 5’-GAGCTTCTGCAAACCCTGAC-3’ 

R_ex16 5’-CTTCACGCTGACCCTCACAT-3’ 

 

Saut d’exon ∆Ex12 partiel ∆Ex12 total ∆Ex13 
∆Ex12 partiel 

+ Ex13 
∆Ex12 total + 

Ex13 

Taille PCR 
Ex9/16 (pb) 

833 627 844 709 503 
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o Programme PCR exon 7/8 : 

95°C 5’ 

95°C 30’’ 

60°C 30’’     x27 

72°C 1’ 

72°C 7’ 

F_ex7 5’-TGCCAGCACTCAAGAAGGACAC-3’ 

R_ex8 5’-CACGCCAAGAATCAGCAGAGTGG-3’ 

 

o Programme PCR Gapdh murin : 

95°C 5’ 

95°C 30’’ 

60°C 30’’      x25 

72°C 30’’ 

72°C 7’ 

F_Gapdh murin 5’- TGACGTGCCGCCTGGAGAAA-3’ 

R_ Gapdh murin 5’- AGTGTAGCCCAAGATGCCCTTCAG-3’ 

 

o Programme PCR GAPDH humain : 

95°C 5’ 

95°C 30’’ 

59°C 30’’      x25 

72°C 30’’ 

72°C 7’ 

F_GAPDH humain 5’-GAGTCAACGGATTTGGTCGT-3’ 

R_GAPDH humain 5’-TTGATTTTGGAGGGATCTCG-3’ 
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J. N°10 : Analyse par PCR quantitative  

 Réaliser une reverse-transcription à partir d’1µg d’ARN selon la fiche technique 

précédente. 

 

 Réaliser les qPCR en préparant le mix suivant pour les 3 réactions à faire (Ex7-8 et 

Ex64-65 du transcrit HTT humain, et Gapdh murin pour les échantillons de souris ou 

GAPDH humain pour les échantillons provenant de cellules) : 

o Mix préparé : 

SYBR Green MasterMix 2X (BioRad) 5µL 

Primer F à 10µM 0,3µL 

Primer R à 10µM 0,3µL 

Eau 1,4 µL 

ADNc dilué au 1/4 3µL de RT (à partir d’1µg d’ARN) 

 

o Programme de qPCR : 

50°C 2’ 

95°C 10’ 

95°C 15’’ 

60°C 1'         x40 

Lecture 

 

 Séquences des amorces utilisées : 

F_ex7 HTT humain 5’-TGCCAGCACTCAAGAAGGACAC-3’ 

R_ex8 HTT humain 5’-CACGCCAAGAATCAGCAGAGTGG-3’ 

F_ex64 HTT humain  5’-CGACAGCGAGTCAGTGATTG-3’ 

R_ex65 HTT humain 5’-ACCACTCTGGCTTCACAAGG-3’ 

F_Gapdh murin 5’-TGACGTGCCGCCTGGAGAAA-3’ 

R_Gapdh murin 5’-AGTGTAGCCCAAGATGCCCTTCAG-3’ 

F_GAPDH humain 5’-GAGTCAACGGATTTGGTCGT-3’ 

R_GAPDH humain 5’-TTGATTTTGGAGGGATCTCG-3’ 
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K. N°11 : Extraction de protéines à partir de cellules/tissus  

 Resuspendre les cellules dans 40µL (pour 2 puits de plaque 6 puits) et les échantillons 

de cerveau dans 250µL (cervelet), 200µL (cortex) ou 100µL (hippocampe et striatum) 

de tampon de lyse (RIPA avec inhibiteur de protéases 25X, Roche) 

 Pour les échantillons cellulaires, homogénéiser par pipetage 

 Pour les échantillons tissulaires, ajouter des billes de céramique (1,4mm de diamètre) 

et broyer deux fois 8s à 10 000rpm au Precellys® puis centrifuger à 6 000 rpm 

pendant 5s à 4°C 

 Incuber 10/30min sur glace 

 Centrifuger à 14 000 rpm pendant 10min à 4°C puis récupérer le surnageant 

 Doser les échantillons à l’aide d’un kit BCA (Pierce BCA Protein Assay Kit, # 23225, 

Thermo Scientific™) et lire les résultats au spectrophotomètre à 562nm (FLUOstar® 

Omega Microplate Reader, BMG LABTECH) 
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L. N°12 : Western Blot  

Migration 

 Préparer 20µg d’échantillons protéiques en ajoutant du LDS (NuPAGE®, 4X, 

ThermoFisher Scientific) et un agent réducteur (NuPAGE®, 10X, ThermoFisher 

Scientific) QSP 20µL de tampon de lyse (RIPA avec inhibiteur de protéases (25X, 

Roche) 

 Incuber à 70°C pendant 10min puis laisser refroidir sur glace 

 Déposer les échantillons sur gel Tris-Acétate 3-8% (NuPAGE®, 15 puits, 1mm, 

ThermoFisher Scientific) 

 Faire migrer pendant 2h à 80V puis 3h à 110V en tampon de migration Tris-acétate 

SDS (NuPAGE®, 20X, ThermoFisher Scientific) 

Transfert humide 

 Transférer 2h à 200mA en chambre froide sur membrane de nitrocellulose 

(Odyssey®, LI-COR®) dans une cuve sous agitation et remplie de tampon de transfert 

(25mL du tampon de transfert 20X et 50mL d’éthanol 100% QSP 500mL d’eau) 

 Vérifier le bon transfert des protéines sur la membrane à l’aide d’un kit de marquage 

réversible des protéines (MemCode™ Reversible Protein, ThermoScientific) 

Marquage des protéines d’intérêt 

 Utiliser l’iBind™ Flex Western Device (ThermoFisher Scientific) pour saturer la 

membrane et incuber les anticorps marquant la huntingtine (MAB2166 pour HTT 

murine et humaine et MAB1574 pour muHTT ; Sigma) au 1/1 000 et la vinculine 

(V9131, clone mVIN-1, Sigma) au 1/20 000 puis l’anticorps secondaire anti-souris 

couplé à un fluorochrome vert (IRDye® 800CW Goat-anti-Mouse Antibody, LI-COR®) 

au 1/2 000  

Révélation 

 Révéler à l’aide d’un scanner Odyssey® CLx (LI-COR®) 
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II. Revue publiée dans le journal Genes 
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III. Résumé soumis à la 12ème conférence CHDI – Malte  

 

Article en cours d’écriture 

Therapeutic strategy for Huntington’s disease based on antisense 

oligonucleotide 

Marine Imbert
1
, Florence Blandel

1
, Marc Fournet

1
, Christian Leumann

2
, Luis Garcia

1 
and Aurélie Goyenvalle

1 

1 
Université de Versailles St-Quentin, INSERM U1179, UFR des Sciences de la Santé, France. 

2 
Departments of Chemistry & Biochemistry, University of Bern, Switzerland 

 

Huntington’s disease (HD) is a neurodegenerative disorder caused by a CAG repeat expansion in the 

first exon of huntingtin gene (HTT) encoding for a toxic polyglutamine protein. This disease is 

characterized by motor, psychiatric and cognitive impairments. Currently, there is no treatment. 

However, reducing the expression of the huntingtin protein using antisense oligonucleotide (AON) 

has been shown as a promising therapeutic strategy. In this project, I explore the therapeutic 

potential of AON made of tricyclo-DNA (TcDNA), a novel conformationally constrained DNA analog, 

to silence HTT. 

We designed a gapmer AON, containing central DNA nucleotides flanked by TcDNA modifications on 

5’ and 3’ ends. This TcDNA-AON targets the exon 36 of HTT mRNA, creating a DNA/RNA complex 

allowing the RNAse H recruitment and subsequent degradation of the messenger.  

After transfection of TcDNA-AON in patient-derived fibroblast cell lines, we show a strong decrease 

of HTT mRNA and protein levels. As a control, 2’O-Methyl-RNA-AON targeting the same region of 

HTT was also tested and did not induced significant effect. TcDNA-AON was then evaluated in vivo in 

a HD mice model, the YAC128, containing the full-length human HTT gene with 128 CAG repeat 

expansion. Intracerebroventricular (ICV) injections were performed with 130 and 260 µg of TcDNA-

AON and a significant decrease of HTT messenger and protein levels were observed 2 weeks after 

treatment in cortex, hippocampus and striatum. We are currently evaluating longer time points as 

well as TcDNA biodistribution to characterize the persistence of TcDNA-AON after a single injection 

and its effect in the various compartments of the CNS.  In summary, TcDNA gapmer induces 

encouraging reduction of HTT mRNA and huntingtin in vitro and in vivo. Therefore, TcDNA represents 

a promising alternative AON therapeutic tool for HD patients. 
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Titre : Evaluation de différentes stratégies thérapeutiques antisens pour le traitement de la maladie 
de Huntington 
 

Mots clés : Maladie de Huntington, oligonucléotides antisens, U7snRNA, thérapie  
 

Résumé : La maladie de Huntington (MH) est 
causée par une expansion de répétitions CAG 

sur l’exon 1 du gène huntingtine (HTT), codant 
pour une protéine mutée. Il a été montré que 
la diminution d’expression de cette protéine 
est une piste thérapeutique très prometteuse. 
Dans ce projet, nous avons étudié et comparé 
trois approches dites « antisens » : une 
stratégie allèle non spécifique, visant à 
diminuer de manière générale l’expression de 

HTT ; une stratégie allèle spécifique ciblant les 
répétitions CAG afin d’impacter préféren-
tiellement l’allèle muté ; et enfin une stratégie 
de saut d’exon permettant d’enlever des sites 
de clivage à l’origine d’une forme raccourcie et 
toxique de la protéine HTT. Nous avons évalué 
ces approches grâce à deux outils différents : 
les tricyclo-DNA (TcDNA), qui sont une nouvelle 
classe d’oligonucléotides antisens (AON) plus 
performante que les chimies précédentes, 

et le système U7snRNA vectorisé, permettant 
d’induire une expression stable des séquences 
antisens. Dans un premier temps, ces différentes 
molécules ont été évaluées in vitro dans des 
lignées de fibroblastes de patients en quantifiant 
le niveau d’ARNm et de protéines HTT par RTqPCR 
et western blot respectivement. Par la suite, les 
séquences les plus efficaces in vitro ont été 
sélectionnées et les AON et AAV-U7snRNA 
correspondants ont été injectés en 
intracérébroventriculaire (ICV) dans un modèle 
murin de la MH (souris YAC128). Les résultats les 
plus encourageants ont été obtenus avec le 
TcDNA-NS (pour allèle Non Spécifique), 
permettant une diminution significative de 
l’expression de HTT dans le cortex, l’hippocampe 
et le striatum 2 et 6 semaines après une injection 
ICV. Ces résultats prometteurs suggèrent le 
potentiel des TcDNA comme nouvel outil 
thérapeutique pour la MH.  

 

 
 

Title: Therapeutic strategies for Huntington’s disease based on the antisense approach 
 

Keywords: Huntington’s disease, antisense oligonucleotides, U7snRNA, silencing, therapy    
 

Abstract: Huntington’s disease (HD) is caused 
by a CAG repeat expansion in the exon 1 of 

huntingtin gene (HTT), encoding for a mutant 
protein. It has been shown that the silencing/ 
down regulation of huntingtin protein is a 
promising therapeutic lead. In this project, I 
have explored and compared three strategies 
using the antisense approach: a non-allele 
specific strategy, aiming to silence the global 

expression of HTT; an allele specific strategy 
targeting CAG repeats to silence preferentially 
the mutant allele; and an exon-skipping strat-
egy in order to remove cleavage sites which 
originally cause a shorter and toxic form of the 
HTT protein. These strategies have been 
evaluated using two different tools: tricyclo-
DNA (TcDNA), a new class of antisense oligo 
nucleotides (AON) more efficient than the  

previous chemistries, and a vectorized approach 
using U7snRNA system allowing a stable 
expression of antisense sequences. Firstly, these 
different molecules have been assessed in vitro in 
HD fibroblasts quantifying mRNA and HTT protein 
levels with RTqPCR and Western blot respectively. 
Subsequently, the most efficient sequences have 
been selected and intra-cerebroventricular (ICV) 
injections have been performed with 
corresponding AON and AAV-U7snRNA in a HD 
mouse model (YAC128). The most encouraging 
results have been obtained with the TcDNA-NS 
(for Non Specific allele), allowing a significant 
decrease of HTT expression in cortex, 
hippocampus and striatum 2 and 6 weeks after 
ICV injection. These promising results suggest the 
potential of TcDNA as a new therapeutic tool for 
HD.  

 



 

 

 


